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1.1. Biología de Helix aspersa 
1.1.1. Sistemática y taxonomía  
Desde que Müller, en 1774, describiera por primera vez la especie Helix aspersa, 
numerosos taxónomos han cuestionado la validez de e ste nombre proponiendo al 
menos otras 3 alternativas, que han tenido aceptación desigual entre los investigadores 
que se dedican al estudio de este gasterópodo. Así, en base a las diferencias existentes 
entre esta especie y el caracol H. pomatia, especie tipo del género Helix, Charpentier 
(1837) propuso la creación del género Cryptomphalus para incluir esta especie. Desde 
entonces, algunos autores han utilizado el nombre Cryptomphalus aspersus, o incluso la 
combinación incorrecta C. aspersa, para designar este helícido. Posteriormente, el 
hallazgo de una única sinapomorfia en la estructura  genital del macho de H. aspersa y 
H. aperta (= Cantareus apertus; especie tipo del género Cantareus) llevó a Giusti et al. 
(1995) a considerar a Cryptomphalus como un sinónimo junior del género Cantareus y a 
proponer la combinación Cantareus aspersus. Esta propuesta ha tenido gran acogida en 
los últimos años, sobre todo teniendo en cuenta los  estudios moleculares publicados 
por Manganelli et al. (2005) en los que se postula que C. aspersus y C. apertus están 
íntimamente relacionados, situándose además más próximos a los miembros del género 
Eobania que a la especie H. pomatia, considerada la especie tipo del género Helix. En 
este sentido, la proximidad filogenética entre Helix aspersa y C. apertus también ha sido 
comprobada por Wade et al. (2007). A pesar de estas evidencias moleculares, Cowie 
(2011) ha propuesto recientemente recuperar el nombre genérico Cornu Born, 1778 y 
utilizar la combinación Cornu aspersum para referirse a este helícido, proposición que 
ha sido duramente criticada por Altaba (2011), pues contradice el artículo 1.3.2 del 
Código Internacional de Nomenclatura Zoológica (ICZN) al basarse en la descripción de 
un ejemplar morfológicamente aberrante (Cornu copiae). Recientemente, Welter-
Schultes et al. (2013) han indicado que el ICZN debería adoptar cuanto antes un nombre 
genérico de consenso (p. ej. Cryptomphalus) para esta especie para ser incluido en sus 
“Listas e Índices Oficiales de nombres en Zoología” , donde, en la última revisión de 
diciembre de 2012, continúan incluyendo a Helix aspersa Müller, 1774 como único 
nombre válido disponible para este caracol.  
Por todo lo expuesto, y teniendo en cuenta, además, que las referencias 
bibliográficas correspondientes a Helix aspersa, Cornu aspersum, Cantareus aspersus y 
Cryptomphalus aspersa que figuran indexadas desde el 2012 en la base de datos 
Scopus® son 76, 30, 11 y 4, respectivamente, a lo largo de esta memoria de Tesis 
doctoral se empleará como nombre válido Helix aspersa Müller, 1774.  
Mientras no se resuelva definitivamente el género al que pertenece esta 
especie,  hemos adoptado la siguiente clasificación taxonómica provisional, asumiendo, 
para los taxones inferiores a Clase, la taxonomía f ilogenética de referencia de Bouchet y 
Rocroi (2005), que sustituye a la antigua taxonomía morfológica de Ponder y Lindberg 
(1997):  
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Filo Mollusca  
Clase Gastropoda 
Grupo informal Pulmonata 
Clado Eupulmonata 
Clado Stylommatophora 
Grupo informal Sigmurethra 
Superfamilia Helicoidea  
Familia Helicidae 
Subfamilia Helicinae 
Tribu Helicini 
Género Helix Linnaeus, 1758 
Helix aspersa Müller, 1774 
En la actualidad, se distinguen dos subespecies, H. a. aspersa y H. a. máxima, 
que difieren significativamente en ciertos rasgos fenotípicos (Madec et al., 1998, 2000, 
Russo y Madec, 2011). H. a. aspersa, el caracol común de jardín, que está ampliamente 
distribuido por Europa, pero ha colonizado con éxit o ciertas zonas de América y 
Australia, es más pequeño, tiene el collar del manto de color claro, y vive menos que la 
subespecie H. a. máxima, cuya presencia en la naturaleza está restringida al Maghreb 
occidental. Esta subespecie es más grande y presenta un collar del manto de color gris 
oscuro-negro. En el ámbito de la helicicultura ambas subespecies son conocidas como 
variedades petit-gris y gros-gris, respectivamente. 
1.1.2. Anatomía funcional básica 
En el caso de H. aspersa, se trata de una especie de talla media (20-40 mm de 
altura, 24-45 mm de diámetro) y color pardusco con manchitas blancas y amarillas 
sobre su concha (Figura 1). Su concha es grande, bastante fina, conoide, globosa, 
convexa hacia arriba y expandida oblicuamente hacia abajo; la abertura es oval-oblicua, 
con bordes muy convergentes reunidos en una ligera callosidad blanquecina. Las 
espirales, en número de 4 ó 5 tienen mucho relieve y la última es grande y redondeada. 
El color de fondo es gris o amarillento, con zonas a veces más claras, y está granulado 
con bandas oscuras, variables por número y por amplitud. Su cuerpo es de color 
leonado, marrón, amarillento o grisáceo, adornado con tiras más claras. Los huevos son 
blancos, redondos, blandos y gelatinosos.  
A continuación, se hará una descripción global de los principales aspectos 
morfológicos y morfo-funcionales que caracterizan a los caracoles helícidos 
centrándonos, cuando exista información precisa al respecto, en características 
concretas de la especie Helix aspersa. La información general citada a continuación ha 
sido extraída mayoritariamente de Cuéllar y Cuéllar (2003) y Fontanillas y García (2005). 
En el cuerpo de los helícidos podemos distinguir do s partes externas 
perfectamente diferenciadas: la concha y el cuerpo. La concha, de naturaleza calcárea, 
es univalva, globosa y enrollada en espiral, y es elaborada por el manto, un repliegue 
del tegumento que recubre la masa visceral dorsal del caracol, cuyo margen lo 
conforman células que producen la concha y corrigen sus lesiones. Estructuralmente, la  
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forman tres capas: una capa externa o periostraco, compuesta mayoritariamente de 
conquiolina, una capa media o mesostraco, y una capa interna o endostraco, ambas 
integradas por carbonato cálcico cristalino. La fun ción principal de la concha es proteger 
al caracol de las condiciones ambientales adversas y de los depredadores. Asimismo, 
dada la gran sensibilidad del caracol ante la humed ad ambiental, la concha ejerce una 
importante acción protectora frente a cambios de humedad; siendo más oscuras y 
frágiles en climas húmedos y más robustas y claras en climas secos. El papel protector 
de la concha se completa con la formación del epifragma, un velo membranoso, de 
color pardusco y grosor variable, que cierra su abertura aislando al animal de las 
condiciones ambientales desfavorables.  
El cuerpo del caracol está recubierto por el tegumento y se compone de cabeza, 
pie y masa visceral (Figura 2). En la cabeza se encuentran los tentáculos superiores, que 
portan los órganos de la vista, los tentáculos infe riores, bastante más cortos y que 
desempeñan funciones olfativas y táctiles, y la boca y el orificio genital, este último 
situado en la región lateral derecha detrás de la base del tentáculo ocular. El pie es 
alargado y sobre el mismo descansa la masa visceral. Está compuesto por fibras 
musculares lisas y glándulas que secretan sustancias mucosas (mucina), que permiten al 
animal un desplazamiento reptante lento pero potente. En la región superior y media 
del pie desembocan los aparatos respiratorio, excretor y digestivo, en el orificio llamado 
pneumostoma. La concha se une al pie por el músculo  columelar, que permite la 
retracción del caracol en el interior de la misma. La masa visceral se encuentra 
totalmente cubierta por la concha y recubierta por una especie de bolsa que alberga los 
aparatos digestivo, circulatorio, reproductor y excretor. La capa de revestimiento de 
dicha bolsa recibe el nombre de “manto o palio” en su parte dorsal. El manto se 
extiende marginalmente y después se pliega adhiriéndose internamente a la concha, 
formando la cavidad paleal que se comunica con el exterior por medio del 
pneumostoma. Sobre esta capa cutánea se encuentran numerosísimas glándulas 
Figura 1. Apariencia de la concha del caracol Helix aspersa aspersa. 
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mucígenas, que segregan moco con funciones protectora y lubrificante, y que tiene gran 
poder hidrófilo. 
Aparato digestivo 
El aparato digestivo (Figura 3) comienza en la parte anterior del cuerpo con la 
boca y continúa con un bulbo bucal musculoso provis to del aparato masticador, 
formado por dos órganos raspadores: la mandíbula su perior denticular quitinosa y la 
rádula. La rádula es un órgano de naturaleza muscular provisto de varias filas de dientes 
puntiagudos que permiten obtener el alimento. El bu lbo se continúa con el esófago, el 
buche y un largo estómago fusiforme en cuyas paredes se adosan dos glándulas 
salivares blanquecinas multilobuladas. El estómago va seguido de un intestino de gran 
longitud con una doble circunvalación que transcurr e por los tejidos de la glándula 
digestiva o hepatopáncreas y termina en el ano, que desemboca en el pneumostoma 
por donde salen las heces. 
Los alimentos son obtenidos por la acción raspadora  de la rádula y se trituran 
mediante la acción mecánica de la mandíbula superior. La deglución se ve favorecida 
por una secreción mucosa de las glándulas salivares y la digestión lipídica se inicia en el 
estómago. La digestión propiamente dicha tiene lugar en la glándula digestiva, órgano 
que desempeña varias funciones: 1) produce fermentos digestivos (células secretoras 
de enzimas), 2) almacena sustancias (células de absorción que acumulan glucógeno y 
grasas, esenciales en momentos de letargo e inanición, y células calcáreas, que 
almacenan fosfato cálcico, implicados en la formación de la concha y del opérculo y en 
otras muchas funciones) y 3) absorbe nutrientes. El  intestino carece de glándulas 
digestivas y se cree que sólo representa un papel de eliminación de excretas, aunque la 
flora intestinal es capaz de desdoblar la celulosa.  La duración media de la digestión es 
de 3 h.  
Figura 2. Anatomía interna del caracol Helix aspersa aspersa (modificado a partir de Padilla 
Álvarez y Cuesta López, 2003). 
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Aparato circulatorio  
El aparato circulatorio es abierto y sencillo con un corazón dorsal, protegido por 
la membrana pericárdica y formado por una aurícula piriforme anterior y un ventrículo 
alargado posterior. Del ventrículo parten dos aortas, la anterior, que irriga el pie y la 
región cefálica, y la posterior, que irriga el hepatopáncreas y el ovotestis. Ambas se 
ramifican originando un sistema vascular arterio-venoso, intercalado por senos o 
lagunas venosas.  
El líquido circulatorio es la hemolinfa que es oxig enada en la cavidad paleal, pasa 
a través de la vena pulmonar a la aurícula, después al ventrículo y desde aquí a las 
arterias que la reparten por toda la anatomía del caracol, y una vez irrigados los 
distintos tejidos, retorna al plexo pulmonar por la s venas a través de los senos venosos. 
La hemolinfa también tiene la función de apoyar los  movimientos del animal: cuando un 
molusco sale de su concha, el pie se hincha por efecto de la presión del líquido 
sanguíneo, presión responsable también de la erección de los tentáculos y de los 
órganos copuladores. El ritmo cardíaco en estado de no reposo es de 20 
contracciones/min, pero puede variar según la temperatura exterior, oscilando entre 
100-110 a 38 °C y 8-10 en épocas de letargo invernal a 8 °C. 
Sistema respiratorio 
El órgano respiratorio lo constituye la cavidad paleal, que actúa como un 
“pseudopulmón”, y en cuya parte superior se encuentra un plexo pulmonar integrado 
por numerosos vasos sanguíneos ramificados. Dicha cavidad se comunica con el exterior 
a través del orificio respiratorio o pneumostoma, de naturaleza contráctil, que genera 
movimientos inspiratorios y espiratorios con un rit mo de 3-4 movimientos/min. La 
respiración pulmonar comienza cuando el aire penetra por el pneumostoma, oxigena la 
hemolinfa que circula por los finos capilares del p lexo pulmonar, y es expulsado tras 
efectuar la hematosis.  
Figura 3. Apariencia del aparato digestivo de la subespecie Helix aspersa aspersa. 
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Sistema excretor 
El aparato excretor es de tipo nefridiano, con un único riñón de color 
amarillento, triangular y dividido en dos partes, una excretora y otra de acumulación. La 
zona de acumulación está formada por una vejiga de la que sale un fino uréter que 
corre paralelo al recto y desemboca en el orificio excretor o nefridioporo, situado en la 
cavidad paleal junto al ano. La formación de orina se realiza en tres etapas: 1) formación 
de concreciones calcáreas, constituidas por capas concéntricas de ácido úrico y lípidos 
sobre núcleos de urato cálcico, 2) ultrafiltración de la hemolinfa y 3) producción de 
orina primaria isotónica. La eliminación de los pro ductos metabólicos de desecho se 
lleva a cabo merced al riñón, y sobre todo a través de las paredes del intestino.  
Sistema nervioso y órganos de los sentidos 
El sistema nervioso está formado por dos partes: el sistema nervioso central y el 
sistema nervioso periférico. Los pares de ganglios cerebrales, comúnmente conocidos 
como “cerebro” (Chase, 2000), reciben información de los órganos de los sentidos y 
envían información a los ganglios pleurales, pedale s y viscerales. Está dividido en tres 
regiones: el procerebro, que regula la función olfativa, el mesocerebro, que controla la 
reproducción, y el postcerebro, formado por pequeñas neuronas que envían sus axones 
a los nervios de los labios, a los nervios cutáneos  de los ganglios pedales, a los 
conectivos cerebrobucales y al nervio peneano. Los ganglios bucales se sitúan debajo 
del esófago e inervan la musculatura bucal, las glándulas salivares, el esófago y el 
estómago, para controlar la alimentación. Los ganglios viscerales y parietales inervan el 
manto, el ano, el pneumostoma, el riñón, la glándula digestiva, el intestino, el corazón y 
el conducto hermafrodita, mientras los pleurales inervan el músculo columelar. El 
ganglio pedal, por su parte, modula la postura del cuerpo y el desplazamiento. y está 
compuesto por pares de nervios que inervan la cabeza, algunas porciones del aparato 
reproductor masculino y el pie. El sistema nervioso periférico está formado por células 
nerviosas que se encuentran formando plexos en órganos del sistema digestivo y en el 
pie. Además, existen pequeños ganglios asociados a los órganos periféricos como los 
tentáculos y los genitales. El circuito periférico regula algunos movimientos reflejos, 
como las ondas peristálticas.  
Los caracoles presentan los sentidos del olfato, tacto, vista y equilibrio. El olfato 
reside en los extremos de cada uno de los tentáculos inferiores y en los labios, y permite 
a los caracoles diferenciar olores a una distancia de 50 cm, según el tipo de sustancia y 
la intensidad del estímulo. El sentido del gusto se  considera asociado al olfato y se 
encuentra preferentemente en la cavidad bucal. El sentido del tacto reside en el 
tegumento de los tentáculos, labios y borde del pie en cual se encuentran células 
neuroepiteliales repartidas por toda su superficie. Los ojos se encuentran en el extremo 
de cada uno de los tentáculos mayores, aunque con muy poco poder visual. Cada ojo 
está compuesto por córnea, cristalino, humor vítreo y nervio óptico, y presenta dos 
tipos de fotorreceptores. La agudeza visual de estos animales es escasa, ya que sólo son 
capaces de diferenciar la luz de la oscuridad y objetos de escasa coloración a una 
distancia de 2-6 mm. Estudios de comportamiento sug ieren que los ojos tienen una 
función de fototaxia negativa para llevar a cabo los ritmos circadianos y regular las 
funciones reproductoras (Sokolove y McCrone, 1978; Bailey, 1981). Los estatocistos son 
los órganos del equilibrio y presentan un papel imp ortante en el comportamiento, como 
la postura, las migraciones verticales después de las lluvias y la formación de las 
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cámaras de puesta. También responden a las vibraciones de baja frecuencia. Estos 
órganos se encuentran en el interior de los ganglios pedales del sistema nervioso 
central. Presentan forma redonda, con un epitelio ciliado, líquido y estatolitos en su 
interior. Los estatolitos son estructuras calcáreas que, al moverse por el efecto de la 
presión ocasionada por la gravedad y el movimiento propio del animal, se posan sobre 
el epitelio ciliado, el cual mediante conexiones nerviosas, manda la información al 
centro elaborador de la posición en la que se encuentra.  
Sistema reproductor 
El aparato reproductor es el sistema de órganos más voluminoso y complejo de 
los caracoles y se puede dividir en tres partes claramente diferenciadas: inicial, 
intermedia y terminal (Figura 4). La porción inicia l está formada por 1) la glándula 
hermafrodita u ovotestis, encargada de producir gametos masculinos y femeninos con 
diferente secuencia temporal (protandria), 2) el conducto hermafrodita, 3) el 
receptáculo seminal o espermateca y 4) la glándula del albumen, que secreta el fluido 
perivitelino que rodea al huevo fertilizado. La porción intermedia está compuesta por el 
espermoviducto, un canal festoneado formado por la unión del oviducto y el 
espermiducto que posteriormente se separan en su tercio distal. Desde el 
espermoviducto parte el conducto deferente que termina en el pene y, por otra parte, 
el flagelo, un conducto ciego, largo y fino en el que se forman los espermatóforos. El 
espermatóforo es una estructura cartílago-quitinosa alargada que está formada por los 
espermatozoides y una secreción glandular. El oviducto termina en atrio genital, donde 
desembocan las glándulas multífidas y la bolsa del dardo, que posee en su interior un 
dardo calcáreo con forma de aguja prismática. El atrio también está conectado con el 
divertículo de la bolsa, adonde es transferido el espematóforo antes de que los 
caracoles se separen definitivamente tras la cópula, y la bolsa copulatriz y su 
correspondiente conducto, donde supuestamente se digieren los restos del 
espermatóforo y el esperma sobrante (Koene y Chase, 1998). En la porción terminal, el 
Figura 4. Apariencia del aparato reproductor de un Helix aspersa aspersa adulto. 
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atrio se abre en el orificio genital situado en la cabeza, detrás de la base del tentáculo 
superior derecho. 
Sistema de defensa 
Los caracoles helícidos disponen de cuatro medios f undamentales para su 
defensa: la concha, el epifragma, el epitelio externo y el moco secretado por éste 
último, además del sistema de defensa interno propio de estos animales. La concha y el 
epifragma constituyen barreras mecánicas frente a las condiciones adversas externas, 
especialmente durante los periodos de estivación e hibernación. El epitelio externo 
constituye una barrera física frente a la entrada de patógenos y el moco viscoso de las 
glándulas bucales y el espumoso segregado por las glándulas cutáneas, además de una 
supuesta función de limpieza parece contener sustancias con propiedades 
antibacterianas (Locker, 2010). El sistema de defensa interno de los caracoles lo 
componen básicamente los hemocitos, que se pueden encontrar en diferentes 
localizaciones del sistema circulatorio, especialmente en los vasos del plexo pulmonar y 
en los tejidos, y que tienen un papel protector claro en la fagocitosis y en las reacciones 
de encapsulación, además de participar en la cicatrización de lesiones, reparación de 
nervios, formación y reparación de la concha, remodelación tisular y transporte de 
nutrientes y metabolitos (Locker, 2010). Se han observado dos tipos principales de 
hemocitos: granulosos (granulocitos) y agranulosos (hialinocitos). Además de los 
hemocitos, existen un buen número de moléculas, muchas de ellas presentes en la 
hemolinfa, que podrían tener relevancia como sustancias de defensa, pero cuyo papel 
frente a patógenos, tanto en Helix aspersa como en otros helícidos es casi desconocido. 
Dentro de estas sustancias se incluyen lectinas, especies reactivas de oxígeno (ROS), 
proteasas e inhibidores de proteasas, proteínas tipo complemento, etc. (Locker, 2010; 
Russo y Madec, 2011). 
1.1.3. Etología y ciclo biológico 
Locomoción 
El movimiento de los caracoles se produce por deslizamiento del pie mediante 
una serie de bandas transversales claras y oscuras que se producen de forma 
alternativa. Estas ondas se desplazan continuamente desde la parte posterior del pie 
hacia la cabeza del animal, como una cinta transportadora. Las ondas se mueven 
siempre hacia delante, ya que los caracoles no pueden desplazarse hacia atrás. En un 
desplazamiento de avance se producen unas 30-36 bandas por minuto, lo equivalente a 
unos 7 cm de recorrido, y cuando el caracol está inmóvil se siguen produciendo estas 
ondas a razón de unas 23 bandas por minuto. En el d esplazamiento participan las 
secreciones glandulares del pie que dejan un rastro brillante e impermeable. El 
desplazamiento no implica ninguna modificación en l a longitud del pie, se trata de un 
movimiento de deslizamiento sobre la superficie de apoyo. Por otra parte, los caracoles 
pueden salvar obstáculos sin tocarlos formando una especie de puente con el pie; 
levantando la parte anterior del mismo para sobrepasar el obstáculo y después 
apoyando la parte anterior. 
El caracol se mueve para escapar de depredadores, buscar refugio, alimentarse, 
copular y realizar la puesta. Es capaz de moverse por cualquier tipo de superficie, salvo 
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las superficies absorbentes, que secan la baba segregada para realizar el movimiento y 
provocan su muerte al impedir la realización de sus funciones básicas.  
Hábitat y comportamiento 
Los caracoles helícidos habitan ambientes húmedos, frescos y resguardados del 
viento, sobre suelos generalmente calizos, escasos en vegetación o con plantas 
xerófilas, selváticas o hidrófilas a menos de 1000 m de altitud. Son animales solitarios y 
solo buscan compañía cuando llega la época del apar eamiento o tienden a amontonarse 
cuando la población es abundante y hay escasez de refugios. Aunque se desconocen los 
mecanismos que rigen el comportamiento de los helícidos, el sentido del olfato y el 
quimiotactismo tienen un papel primordial en la sel ección del hábitat y sus 
interacciones con el medio. La actividad del caracol está condicionada esencialmente 
por tres parámetros climáticos: humedad, temperatura y fotoperiodo. 
El caracol mantiene un equilibrio constante entre la humedad del ambiente y el 
contenido en agua de sus tejidos, absorbiendo o eli minando agua debido a la gran 
permeabilidad de su tegumento. Se produce una disminución del contenido en agua 
cuando la humedad es menor o igual a un 60%, cuando se alcanzan rápidamente 
temperaturas superiores o iguales a 20º C y/o cuando sopla el viento. Por otra parte, el 
contenido en agua aumenta o permanece constante cuando existe una humedad 
superior al 80%, propiciada por la lluvia, la humif icación del sustrato o por la existencia 
de nubes, niebla o brumas. Las condiciones climátic as extremas causan fluctuaciones 
significativas en el contenido de agua de los caracoles afectando a su actividad, más 
particularmente en los caracoles juveniles que presentan una mayor evaporo-
transpiración (Klein y Daguzan, 1990). Tanto el exceso como el defecto de hidratación 
traen consigo una disminución de sus funciones vita les pudiendo, en casos extremos, 
ocasionar la muerte del animal. Las variaciones del contenido de agua pueden ser 
diarias o estacionales. En cuanto a la temperatura, el intervalo óptimo se encuentra 
situado entre 15 y 25 ºC. Cuando la temperatura del medio es inferior, se produce una 
disminución o parada de la actividad de los caracol es, produciéndose la hibernación 
alrededor de los 6 ºC, y por debajo de los 0 ºC, se origina su muerte por congelación del 
agua de sus tejidos. Cuando la temperatura es superior a 25º C, los caracoles no se ven 
afectados, siempre que el grado de humedad sea idóneo, pudiendo mantener un 
desarrollo normal incluso a 30 ºC.  
En cuanto al fotoperiodo, su papel es fundamental p ara definir el 
comportamiento de los caracoles, como resultado de las interacciones de su reloj 
biológico interno y de los factores ambientales. Ex isten dos periodos de máxima 
actividad, sincronizados con la duración del fotope riodo y ligados estrechamente a las 
condiciones de temperatura y humedad, uno a la puesta del sol y otro, seis horas 
después del crepúsculo. Los caracoles presentan un pico de actividad al principio de la 
noche que los convierten en animales nocturnos, podríamos decir, lucífugos. Sin 
embargo, el ciclo luz/oscuridad se ve afectado en presencia de lluvia que los mantiene 
activos durante todo el día. Por otra parte, el ciclo calor/frío revela que con 
temperaturas elevadas y humedades bajas se produce un cese completo de sus 
actividades. Los caracoles buscan un refugio donde reposar y protegerse del sol. Su zona 
de influencia es de unos 7 a 12 m2 y, gracias a su capacidad para orientarse, regresan a 
sus refugios al amanecer (Bailey, 1989). En los periodos de máxima actividad, suelen 
salir a la caída del sol y recogerse en las primeras horas de luz, o permanecer por el día 
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fuera de su refugio, en el lugar donde estaban comiendo, esperando a que llegue la 
noche para continuar. Si está lloviendo de día, muc hos caracoles de medio natural se 
encuentran en las capas altas de los arbustos esperando las primeras gotas de lluvia; 
pero si cambiaran las condiciones de repente, volverían a su refugio. El viento, por sus 
efectos sobre la evaporación de la humedad tegumentaria y, por tanto, sobre su 
hidratación corporal tienen también un efecto desfavorable cuando adquiere una 
velocidad excesiva, de ahí que los caracoles busquen lugares protegidos de las fuertes 
corrientes de aire. Asimismo, la capacidad reproductiva de los caracoles viene 
determinada principalmente por el fotoperiodo. De este modo, los caracoles sometidos 
a un fotoperiodo corto no realizan puestas (Stephen s y Stephens, 1966), mientras que 
con fotoperiodos largos o con luz permanente se producen más puestas (Enée et al., 
1982). El fotoperiodo, por tanto, afecta a la espermatogénesis de manera que los días 
largos o los regímenes lumínicos constantes aumentan la tasa de espermatogénesis 
(Gomot y Griffond, 1987). Por otra parte, en H. aspersa existe un fenómeno de 
compensación de periodos de días largos sobre los efectos negativos de la disminución 
de la temperatura en la reproducción (Gomot et al., 1990). 
Por tanto, el ciclo biológico de los caracoles presenta fases de actividad y de 
inactividad como respuesta a las variaciones de las condiciones ambientales. Cuando las 
condiciones son adversas, seleccionan un lugar protegido, se retraen en su concha, 
segregan el epifragma, y reducen al máximo su actividad metabólica; lo que supone una 
parada de las funciones digestivas, una disminución  de la frecuencia cardíaca y la 
necesidad de alimentarse a expensas de sus reservas energéticas, especialmente del 
glucógeno acumulado en el hepatopáncreas. La hibernación en H. aspersa viene 
definida por el fotoperiodo y la temperatura (Bailey, 1983) originando un periodo de 
letargo que se activa durante el invierno con las bajas temperaturas y la disminución del 
fotoperiodo. La estivación es un estado de inactivi dad menos profundo y corto que la 
hibernación, que tiene lugar como respuesta a los periodos secos del verano. Estas fases 
de reposo fisiológico se consideran imprescindibles  para la recuperación de las 
funciones reproductoras y para el correcto crecimiento de los juveniles. Cuando las 
temperaturas aumentan, la humedad es adecuada y el fotoperiodo se alarga, los 
caracoles despiertan de su letargo con gran apetito para reponer las pérdidas de 
reservas. Durante la vida activa, los caracoles juveniles crecen rápidamente tras el 
periodo de hibernación y los adultos que despiertan  del periodo de letargo se 
encuentran recuperados para comenzar su periodo reproductivo (Arrébola y Burgos, 
2001). Los ciclos anuales de las poblaciones naturales de H. aspersa presentan ajustes 
de duración según la latitud, de manera que existe un gradiente norte-sur de duración 
del periodo de hibernación. En el área atlántica de  España existe un periodo de 
hibernación de 4 meses, ausencia de estivación y fase de reproducción estival, mientras 
que, en el área mediterránea, se producen ambos fenómenos de inactividad 
(hibernación y estivación) y la reproducción se produce en primavera y en otoño, con 
menor éxito (Iglesias et al., 1996). Además, las interacciones sociales inter e 
intraespecíficas pueden modular la forma de los ritmos biológicos conducidos por el 
reloj biológico endógeno (Attia, 2004).  
La esperanza de vida en el caso de Helix aspersa varía según la subespecie, 
oscilando entre los 3-4 años de H. a. aspersa y los 8 años o más de H. a. máxima (Russo 
y Madec, 2011). 
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Alimentación 
Los caracoles son animales fitófagos y, en algunos casos detritívoros. 
Normalmente se alimentan de alimentos frescos, especialmente los juveniles (Iglesias y 
Castillejo, 1999), aunque también consumen restos de materia vegetal en 
descomposición y tierra. La tierra constituye una fuente de materia orgánica y calcio, en 
concreto de ácido húmico, que tiene efectos positivos sobre el crecimiento de Helix 
aspersa a partir de su segundo mes de vida (Elmslie, 1998). La especie H. aspersa no 
posee flora bacteriana endógena, de manera que adquieren las bacterias a través de los 
vegetales o por ingestión de heces (Charrier, 1990). Las bacterias identificadas, tanto 
Gram positivas como Gram negativas y similares a las del suelo, tienen un importante 
papel en la conversión del alimento y están involucradas en la retención de metales 
tóxicos (Watkins y Simkiss, 1990). 
Los caracoles H. aspersa muestran preferencias de alimentación destacables, 
siendo sus especies vegetales preferidas pobres en zinc y ricas en calcio (Chevalier et al., 
2003). Las cualidades nutricionales de las plantas pueden influir en la distribución de los 
caracoles en el medio ambiente, pero también su disponibilidad estacional, siendo su 
máximo en otoño. Las poblaciones de caracoles del n oroeste de España se caracterizan 
por correlacionarse con las de la planta Urtica dioica debido a su importante valor 
nutritivo, así como a su idoneidad como hábitat par a los caracoles (Iglesias y Castillejo, 
1999). 
La elección de los alimentos está mediada por el olfato y el aprendizaje. Los 
quimiorreceptores del pie, labios y tentáculos hacen que los caracoles se dirijan hacia 
las fuentes de alimento. El aprendizaje es asociativo y los efectos detectados tras la 
ingesta de un determinado alimento condicionan la f utura selección del mismo. Otros 
factores como los metabolitos secundarios de algunos vegetales (terpenoides, 
glucosinolatos o alcaloides), que provocan rechazo,  la altura o textura de las plantas, y 
la presencia de ciertos componentes inorgánicos también influyen en la elección de su 
dieta. 
Reproducción y crecimiento 
Los caracoles terrestres son animales hermafroditas simultáneos, protándricos y 
de fecundación cruzada, es decir, cada caracol adopta los dos sexos a la vez, produce los 
gametos con diferente secuencia temporal y un individuo requiere a otro para ser 
fecundado. La fisiología de la reproducción de H. aspersa es una de las más complejas 
de los helícidos. La edad de madurez sexual depende  de la época de nacimiento y de 
factores ambientales como temperatura, humedad y luminosidad ambiental. El caracol 
H. aspersa alcanza la madurez sexual sobre los 8 meses en estado libre y en 5-6 meses 
en cría controlada. La reproducción de los caracoles comprende cinco fases: cópula, 
fecundación, puesta, incubación y eclosión.  
Antes de la cópula se observa un comportamiento precópula en el que se 
produce un reconocimiento de los caracoles, que se frotan con las rádulas y se colocan 
horizontalmente en direcciones opuestas. Durante este proceso, las glándulas 
multífidas segregan una sustancia mucosa que favorece el rozamiento y, con ello, el 
lanzamiento recíproco de los dardos calcáreos, con función excitadora y de anclaje 
(Adamo y Chase, 1988). Los espermatozoides producidos en el ovotestis pasan a través 
del conducto hermafrodita, después por el espermiducto, pasan al flagelo en donde se 
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aglutinan y forman el espermatóforo. Durante la cópula, se produce la evaginación del 
pene de cada caracol que penetra en la vagina de su congénere, donde deposita el 
espermatóforo. La duración media de la cópula es de 10-12 horas con variaciones según 
la especie y el individuo. En condiciones naturales , la especie H. aspersa presenta dos 
períodos de acoplamiento, en primavera y en otoño, en los que puede copular repetidas 
veces. En condiciones de laboratorio, los caracoles copulan de 1-3 veces por cada 
estación (Madec y Daguzan, 1993). En cada cópula, los dos caracoles se fecundan 
mutuamente. Los espermatozoides liberados del espermatóforo permanecen un corto 
espacio de tiempo en el receptáculo seminal y enseguida pasan a la cámara de 
fecundación, situada en la parte final del conducto  hermafrodita. En la cámara de 
fecundación se encuentran con los óvulos, previamente elaborados en el ovotestis, y 
tiene lugar la fecundación. Los óvulos fecundados o  huevos se almacenan en el oviducto 
y se rodean de una capa de albumen producida por la glándula del mismo nombre. 
Posteriormente adquieren una cubierta calcárea de color blanquecino, que se endurece 
en contacto con el aire y es segregada por las glándulas multífidas. 
En la especie H. aspersa la puesta tiene lugar a los 15-20 días después de la 
cópula (Figura 5). Para realizar la puesta, el caracol excava la tierra de un lugar húmedo 
con la parte anterior de su pie y construye la “cámara de puesta”, una cámara esférica 
precedida de una antecámara estrecha en forma de embudo, donde puede depositar 
hasta 200 huevos. La duración de la puesta varía entre 20 y 40 horas, según la cantidad 
de huevos depositados. Terminada la puesta, el caracol cierra la cámara con la tierra de 
la excavación precedente. Los huevos son blandos, redondeados, blancos, con una 
cubierta externa impregnada de compuestos calcáreos. Su interior está formado por 
una capa fina, una membrana hialina y una masa de a lbumen en donde se encuentra el 
disco germinal.  
El tiempo de incubación de las puestas varía de 15 a 20 días, dependiendo de 
diversos factores como la temperatura, la humedad, la especie y la variedad. El 
desarrollo embrionario comienza con la cariogamia y después se producen una serie de 
divisiones celulares que originan la mórula y, posteriormente, el blastocisto. Los 
blastómeros comienzan a diferenciarse para generar los diversos órganos y estructuras 
corporales y, finalmente, se desarrolla la concha. Cuando el embrión está 
completamente desarrollado y ocupa todo el volumen del huevo, tiene lugar la eclosión 
por rotura inducida de la cubierta externa del huevo. Una vez fuera del huevo, el caracol 
juvenil permanece de 5 a 10 días en la cámara de incubación alimentándose de los 
restos de la cáscara y de detritos orgánicos. Finalmente, un día lluvioso, húmedo o por 
la noche, elimina la tierra que cubre la cámara de incubación y sale al exterior. Estos 
Figura 5. Puesta de huevos y primeras etapas de desarrollo de Helix aspersa aspersa. 
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neonatos están provistos de una concha frágil y transparente de unos 4 mm de 
diámetro, que se endurece de manera progresiva y va adquiriendo coloración pardusca 
a lo largo del crecimiento del caracol. 
 Se han descrito fenómenos de canibalismo de huevos que dependen de la 
densidad de las puestas. Un caracol juvenil puede consumir un huevo, 
excepcionalmente dos, y a los cuatro días se puede observar un aumento significativo 
de su peso (38,7%) (Desbuquois et al., 2000). Se ha registrado un aumento de los 
fenómenos de canibalismo cuando la eclosión de los huevos es asincrónica (Baur y Baur, 
1986). El crecimiento de los neonatos se produce de manera muy rápida durante los 
tres primeros meses de vida, lo que coincide con el registro de una mortalidad muy 
elevada de los mismos. La tasa de crecimiento se va moderando poco a poco hasta 
paralizarse cuando se convierten en adultos, a los 14-18 meses de su eclosión. La 
formación del reborde del peristoma en la concha o “visera” indica que el caracol ha 
alcanzado el estado adulto. 
Los factores ambientales como la lluvia, la temperatura y la humedad, provocan 
diferencias en la talla y el peso de los caracoles ya que pueden afectar notablemente su 
actividad. Así la tasa de crecimiento es mayor durante la primavera, disminuye un poco 
en otoño y es menor en invierno y verano (Lazaridou et al., 1983). El ácido húmico 
procedente del suelo también se ha registrado como un estimulante del crecimiento a 
partir del segundo mes de vida (Elmslie, 1998). Por otra parte, para que se produzca un 
crecimiento adecuado, el caracol requiere un 3-4% de calcio en el suelo, ya que en 
menor proporción el crecimiento se ve reducido y la concha se vuelve más frágil. 
Durante la hibernación se almacenan en las células de la glándula digestiva compuestos 
cálcicos que, posteriormente, se disuelven y forman la nueva concha. 
1.2. Importancia alimentaria e industrial de los caracoles 
El consumo humano de caracoles con fines alimentici os es, sin duda, el uso más 
importante de estos gasterópodos. En este sentido, aunque su valor culinario tiene un 
claro componente cultural y gastronómico, su carne tiene excelentes propiedades 
nutricionales ya que es muy baja en grasas y calorías, y rica en proteínas de alto valor 
biológico, nitrógeno, vitaminas (p. ej. vitamina B3  o niacina), ácidos grasos 
poliinsaturados  (p. ej. ácido alfa-linolénico), sa les minerales, y oligoelementos 
indispensables para nuestro organismo como calcio, boro, hierro o magnesio (Arrébola 
y Álvarez, 2001; Fontanillas y García-Cuenca, 2002; MAGRAMA, 2015a). En los últimos 
años, se ha desarrollado un proceso para la producción del denominado “caviar de 
caracol” a partir de los huevos de Helix aspersa, lo que ha permitido obtener un 
producto gourmet de alto valor culinario y económico. 
Al margen de su importancia gastronómica/nutricional, las propiedades 
medicinales y cosméticas de los caracoles se conocen desde tiempos inmemoriales, 
aunque es a partir del siglo XIX cuando se genera el interés por su uso farmacéutico y 
médico, confirmándose algunas de sus propiedades terapéuticas durante el siglo XX y el 
actual (Bonnemain, 2005). Así, se ha demostrado que determinadas cremas preparadas 
a base de secreciones de Helix aspersa, gracias a sus propiedades regenerativas y 
cicatrizantes (Brieva et al., 2008, Cruz et al., 2012), se pueden usar como tratamiento 
alternativo en la curación de determinados tipos de quemaduras y heridas (Tsoutos et 
al., 2009, Penazzi, 2010). Además, la helicidina, un extracto de Helix pomatia con 
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excelentes propiedades broncorrelajantes, se emplea como antitusivo frentes a toses 
no productivas (Pons et al., 1999, Sergysels y Art, 2001). 
1.3. Especies de caracoles de interés zootécnico  
Las especies de caracoles comestibles pertenecen preferentemente al género 
Helix. Helix pomatia ha sido muy demandada en el mercado internacional debido a su 
gran talla (20-25 g), concha y calidad de su carne, pero su reproducción en cautividad 
resulta difícil porque las condiciones de cría son muy estrictas, presenta una prolificidad 
muy baja, y una velocidad de crecimiento lenta (Cuéllar y Cuéllar, 2003). La especie 
Helix lucorum también tiene gran tamaño (20 g), pero se adapta mejor a las condiciones 
de cultivo, siendo muy prolífica y presentando una aceptable velocidad de crecimiento. 
Sin embargo, la dificultad para obtener reproductores de esta especie resulta un gran 
inconveniente en nuestro país. La subespecie Helix aspersa aspersa (variedad petit-gris), 
por el contrario, es la que más se consume actualmente en Francia, Bélgica, Suiza, Italia, 
Grecia, Portugal y España, y la que desde el punto de vista de su explotación zootécnica 
tiene mayor potencial de crecimiento (Marcelo, 2007). Aunque tiene menor tamaño (10 
g) que las anteriores y la calidad de su carne fue considerada antaño algo inferior a la de 
Helix pomatia, su elevada prolificidad (90 huevos/puesta y hasta 2 puestas por ciclo 
reproductivo), fácil adaptación a condiciones inten sivas, gran índice de crecimiento 
(talla comercial en 8 meses), resistencia, rusticidad, y facilidad de conseguir 
reproductores, la han convertido en la especie más cultivada en Europa y, por supuesto, 
en España (Marcelo, 2007). Además, mediante técnicas de selección y control de su 
alimentación se puede obtener una mejora importante de la calidad de su carne. De 
hecho, conviene resaltar que el petit-gris procedente de criaderos presenta coloración 
blanca y brillante, mayor volumen de masa muscular y una textura homogénea y 
regular, que resulta turgente, tierna y carnosa. Esta es una gran ventaja sobre los 
caracoles capturados en el medio natural, que no son seleccionados según su volumen 
de masa muscular, su coloración es oscura y presentan una textura muy variable. 
Además, el caracol de helicicolecta presenta un sabor variable que es muy dependiente 
de su dieta local, mientras el caracol de crianza tiene la garantía de un sabor más 
homogéneo, ya que su alimentación está basada en piensos que le proporcionan un 
sabor neutro. En cuanto a la subespecie  Helix aspersa máxima (variedad gros-gris), 
también exhibe un gran potencial para su desarrollo en explotaciones helicicultoras, 
pues es incluso más prolífica que H. a. aspersa y parece presentar una mayor velocidad 
de crecimiento y resistencia (Chevalier, 1990; De Grisse, 1991). Sin embargo, su gran 
tamaño hace que no sea tan apreciada en el mercado español. Finalmente, las especies 
Otala vermiculata, Otala punctata, Iberus alonensis y Cepaea nemoralis son especies 
cuya cría experimental requiere futuros estudios ya que son caracoles muy apreciados 
desde el punto de vista gastronómico.  
1.4. Helicicultura: aspectos básicos y marco legal 
Los humanos han utilizado los caracoles como fuente  de alimento desde la 
prehistoria, si bien fueron los romanos los primeros en establecer parques para su cría 
denominados coclearias. En el siglo XVIII existían las denominadas escargotières en 
países como Dinamarca o Suiza, sin embargo, la helicicultura moderna, aunque tuvo sus 
inicios en el siglo XIX, no se desarrolló como una verdadera actividad zootécnica hasta 
los últimos decenios del siglo XX, coincidiendo con  los avances en el conocimiento de la 
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biología de los caracoles y en el dominio de ciertos parámetros imprescindibles para su 
cría (Arrébola y Álvarez, 2001, Cuéllar y Cuéllar, 2003, Duhart, 2009).  
En la actualidad, en Europa se consumen anualmente más de 100.000 toneladas 
de caracol, siendo Francia el principal consumidor (>40.000 toneladas/año), seguido de 
Italia y España (Hatziioannou et al., 2014; Conte, 2015). En nuestro país, donde el gusto 
culinario por estos gasterópodos está muy arraigado culturalmente sobre todo en 
Andalucía, Aragón, Comunidad Valenciana y Cataluña (Arrébola y Álvarez, 2001), las 
últimas estimaciones aportadas por el Ministerio de  Agricultura, Alimentación y Medio 
Ambiente cifran el consumo anual en unas 16-20 toneladas, de las cuales el caracol de 
crianza, procedente de las más de 100 explotaciones helicicultoras que hay registradas 
en nuestro país, supone únicamente el 3% (MARM, 2009, MAGRAMA, 2015b). Por 
tanto, como sucede en la mayoría de los países de nuestro entorno, el sector helicícola, 
entendido como un sector productivo alimentario que  tiene como finalidad la 
explotación de determinadas especies de caracoles terrestres para el consumo humano 
(Arrébola y Álvarez, 2001), está soportado principalmente por la captura de estos 
animales en el medio natural o helicicolecta, mientras que la cría en cautividad es 
todavía una actividad zootécnica emergente, que no es suficiente para satisfacer la 
enorme demanda de caracol, no sólo con fines alimentarios, sino también 
farmacéuticos.  
1.4.1. Sistemas de producción en cautividad  
La helicicultura se basa en el ciclo reproductivo de los caracoles para obtener 
grandes cantidades de ejemplares para su comercialización. Generalmente, cada ciclo 
de producción comprende las fases: 1) reproducción, 2) incubación, 3) primera fase de 
cría, 4) segunda fase de cría, y 5) fase de engorde. De acuerdo con Melero y Calvo-Galán 
(2007), las dos primeras se incluirían dentro de la etapa de maternidad, mientras las 3 
últimas formarían parte de la etapa de producción.  
La fase de reproducción comienza con la introducción de adultos sexualmente 
maduros en la explotación, y tiene como objetivo obtener la mayor cantidad de alevines 
a partir de las puestas. Es la fase de mayor complejidad técnica y gasto económico, en 
cuanto a infraestructura y mano de obra. De hecho, en esta fase se registra una elevada 
mortalidad asociada al esfuerzo biológico que supon e la cópula y la ovoposición. En 
sistemas de tipo intensivo en recintos cerrados (ver más adelante), las primeras cópulas 
suelen comenzar pasados 10 días desde la introducción de los reproductores, y unos 6-
20 días después aparecen las primeras puestas, que eclosionarán al cabo de unos 15-20 
días, según las condiciones ambientales (Fontanilla s y García-Cuenca, 2002). La 
incubación de las puestas se realiza en salas acondicionadas para tal fin, durante unas 
dos semanas (8-20 días). Una vez obtenidos los neonatos, se lleva a cabo la primera fase 
de cría, en la cual los caracoles alcanzan un peso de 0,5 g en un mes. A continuación, se 
mantienen dos meses en la segunda fase cría hasta que alcanzan los 2,5-3 g y, 
finalmente, se pasan a instalaciones de engorde hasta que alcanzan el peso comercial 
de 10-15 g. Una vez recogidos los caracoles, se dejan secar para su posterior transporte. 
El secado se realiza mediante corrientes de aire y luego se almacenar en cámaras 
frigoríficas a 5 ºC.  
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Sistemas extensivos 
Este tipo de sistema de producción (Figura 6), que están especialmente 
indicados para regiones con amplia vegetación y elevada pluviosidad, realizan la cría, 
bien completa o sólo el engorde, en parques al aire libre (Fontanillas y García-Cuenca, 
2002; Cuéllar y Cuéllar, 2003). Estos parques extensivos han de situarse en zonas con 
temperaturas moderadas, alta humedad y abundantes lluvias sobre un terreno ligero y 
de naturaleza calcárea, en pendiente o con buen drenaje que evite el encharcamiento, 
protegido de fuertes vientos y con vegetación, que servirá de alimentación 
complementaria al pienso compuesto. La humedad, si es necesario durante las épocas 
estivales, se puede mantener mediante sistemas de riego por aspersión. Resulta 
imprescindible la colocación de sistemas antifuga c omo mallas con el borde superior 
doblado o enrollado o que portan pastores eléctrico s, e introducir refugios naturales o 
artificiales que protejan a los caracoles de la insolación y del viento (p. ej. tejas, ladrillos, 
cajas, etc). Para la realización de las puestas se colocan telas de malla o de plástico 
agujereado cubiertas por una capa de 10 cm de tierra ligera sobre la superficie del 
suelo. Estas facilitan la recogida de las puestas y  evitan su deterioro por 
encharcamiento. Es conveniente arar y preparar el suelo del parque durante el periodo 
de letargo y tras recogida de los caracoles. Las dimensiones recomendables para los 
criaderos al aire libre se encuentran en torno a 50 y 150 m2, siendo preferible construir 
varios parques que uno muy extenso, ya que permiten alternar la cría de varios lotes o 
rotar a los animales durante las operaciones de limpieza o desinfección (Fontanillas y 
García-Cuenca, 2002). 
Los criaderos antiguos se ajustan a los modelos de Thévenot y Lesourd, de 
Chartier o de Cadart, que todavía siguen empleándose en la actualidad. Los modelos 
modernos (p. ej, parques tipo Jacqueminot, Sanders, y de prismas vallados), sin 
Figura 6. Explotación de tipo extensivo donde se aprecian los  refugios para los caracoles y el 
cerramiento de malla sombra. Tomada de http://petitiberico.com/crea-tu-granja/. 
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embargo, incluyen mejoras como la suplementación de calcio y la realización de 
drenajes artificiales en el suelo, el uso de sistemas eléctricos antifuga, el riego por 
aspersión, la alimentación exclusiva mediante piensos compuestos, la ausencia de 
vegetación en los parques, etc. (Cuéllar y Cuéllar, 2003). 
Los parques exteriores son fáciles de montar y su mantenimiento es sencillo lo 
que supone un gasto reducido. Sin embargo, presentan una serie de inconvenientes que 
los convierten en instalaciones de baja productividad (Cuéllar y Cuellar, 2003). La 
dependencia de las condiciones ambientales supone p eriodos de inactividad en invierno 
(hibernación) y en verano (estivación), que pueden llegar a durar seis meses, de manera 
que el tamaño comercial se conseguirá tras, al menos, un año en la explotación. 
Paralelamente, el período reproductivo está reducido a primavera y, ocasionalmente, 
otoño. La dificultad de ejercer una correcta planif icación y selección en la reproducción 
impide estimar de la productividad del sistema, y la imposibilidad de ejercer un 
adecuado control de las medidas higiénicas y de la entrada de diversos patógenos se 
traducirá en una elevada mortalidad. Por otra parte, la productividad por metro 
cuadrado de terreno es baja, al requerir una gran extensión de suelo que, además, 
requiere un laborioso mantenimiento anual tras la evacuación de los caracoles 
(levantado, encalado y desinfectado). En cuanto a la época de venta del producto 
coincide con el período de máxima oferta de caracoles recolectados del medio natural, 
con lo cual el precio del producto será inferior.  
Sistemas intensivos  
Los sistemas intensivos se basan en desarrollar el ciclo biológico de los caracoles 
en recintos cerrados, desde su reproducción, puesta y eclosión hasta su engorde final. 
Estos sistemas se comenzaron a desarrollar con el fin de evitar la estacionalidad de la 
producción y optimizar la fase de reproducción. Además, al desarrollarse en el interior 
de edificios, se minimiza la entrada de depredadores y patógenos y permite un control 
adecuado de las condiciones ambientales (Fontanilla s y García-Cuenca, 2002; Cuéllar y 
Cuéllar, 2003). 
Generalmente, este tipo de sistemas emplean naves climatizadas equipadas con 
sistemas que permiten mantener parámetros óptimos de humedad relativa (75-85%), 
temperatura (15-18 °C) y fotoperiodo (16-18 h luz/6-8 h oscuridad) (Cuéllar y Cuéllar, 
2003; Melero y Calvo-Galán, 2007). El éxito de las explotaciones dependerá, en gran 
medida, del correcto funcionamiento y programación de estos parámetros ambientales, 
que deben ser ligeramente modificados en las fases diurna (menor humedad y mayor 
temperatura) y nocturna (mayor humedad y menor temperatura). El uso de sistemas de 
nebulización (fog-systems) son especialmente adecuados para controlar la humedad en 
estas instalaciones, ya que consumen poca agua y evitan condensaciones (Melero y 
Calvo Galán, 2007). En lo que respecta al control de la temperatura, los sistemas más 
recomendados son los de suelo radiante, que mejoran la distribución homogénea de la 
humedad. Con el ambiente bien controlado por un sis tema informático, y las adecuadas 
pautas de higiene y manipulación, se pueden conseguir tallas comerciales en poco 
tiempo e incluso mantener la producción durante todo el año.  
Tanto a nivel comercial como artesanal, existe una gran variedad de mesas o 
hamacas de producción, sin embargo, en la actualidad se tiende a utilizar baterías de 
tipo modular que suponen un mayor aprovechamiento del espacio. Las mesas de 
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producción o baterías de cría, generalmente, están formadas por un armazón rígido con 
1-2 pisos con fondo de malla plástica sobre el que se disponen varios planos verticales 
(Figura 7), que permiten incrementar notablemente la superficie disponible de cada 
unidad. Incluyen también comederos, bebederos, recipientes para la puesta (si son de 
reproducción), zonas de reposo, y sistemas antifuga eléctricos (Cuéllar y Cuéllar, 2003). 
Los materiales de estas hamacas deben ser resistentes a la humedad, de fácil limpieza y 
no tóxicos. Los recipientes de puesta pueden ser macetas de plantas pequeñas con 
agujeros en el fondo que faciliten el drenaje, aunque ahora se están sustituyendo por 
vasos de plástico transparente desechables, que permiten localizar fácilmente las 
puestas en el sustrato.  
La sala de incubación está destinada a la eclosión de las puestas obtenidas, y las 
condiciones ambientales deberían ser reguladas independientemente de la sala de 
reproducción. En estas dependencias, se dispondrán las cajas o platos que contienen las 
puestas, que generalmente se depositan sobre una esponja o turba que mantiene la 
humedad y permite la eclosión y supervivencia inicial de los neonatos (Fontanillas y 
García-Cuenca, 2002; Melero y Calvo Galán, 2007). 
En este tipo de sistemas, una vez completado el período de puesta, los 
reproductores suelen ser sometidos a un proceso de hibernación controlada para 
regular los períodos de ovoposición y, de forma similar a lo que sucede en la naturaleza, 
permitir que se recuperen los órganos sexuales y la función reproductiva. Aunque es 
necesario un mínimo de 3 meses (Melero y Calvo Galán, 2007), si la hibernación se 
realiza durante la época estival (5-6 meses a partir de mayo-junio) las tasas de 
supervivencia y fecundidad post-hibernación parecen ser mayores (Cuéllar y Cuéllar, 
2003). Este proceso se lleva a cabo en el interior de cámaras frigoríficas manteniendo 
Figura 7. Explotación de tipo intensivo donde se aprecian los  paneles verticales sobre los que se 
disponen los comederos. Tomada de  http://www.diariosur.es/economia/agroalimentacion/ 
201407/13/cria-caracoles-gana-adeptos-20140713205719.html 
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una temperatura de 5-7 °C y una humedad relativa de 70-80% para evitar la 
deshidratación (Melero y Calvo Galán, 2007). Para ello, los caracoles se depositan en 
cajas sin alimento ni bebida dentro de dichas cámar as. Antes de introducirlos, Cuéllar y 
Cuéllar (2003) recomiendan aplicar un periodo de aclimatación a 15 ºC con fotoperiodo 
de 6h/luz-18h/oscuridad para que secreten el epifragma. 
Estos sistemas intensivos generan un elevado rendimiento por unidad de 
superficie (Fontanillas y García-Cuenca, 2002). Sin  embargo, el coste de construcción e 
instalación es muy elevado, si bien es verdad que pueden construirse en cualquier zona 
al poder controlar las condiciones ambientales (en zonas con condiciones extremas 
supondrá un mayor gasto en aclimatación). Además, aunque aparentemente es más 
sencillo llevar a cabo la selección de reproductores, control de patógenos y manejo de 
los caracoles, es necesaria mucha mano de obra y las condiciones de hacinamiento a las 
que están sometidas los caracoles facilitan el desarrollo de ciertos patógenos de 
transmisión horizontal directa, dificultando el con trol de estas infecciones.  
Sistemas mixtos 
Las explotaciones mixtas se basan en el desarrollo de las fases de reproducción, 
incubación y primeras fases del desarrollo bajo condiciones intensivas, y la realización 
de la fase de engorde en condiciones extensivas. Este sistema es el más utilizado en la 
actualidad tanto en Francia como en nuestro país, ya que permite realizar la etapa más 
crítica de maternidad de forma controlada, y obtener una producción moderada con 
menor coste económico (Fontanillas y García-Cuenca, 2003; Melero y Calvo Galán, 
2007). Lógicamente, su grado de artificialidad es intermedio entre los sistemas intensivo 
y extensivo. 
El sistema de engorde más utilizado actualmente, bien sea en parques cerrados 
por malla de sombra o en túneles invernadero, se basa en el uso de paneles verticales 
que se colocan directamente sobre el suelo de estas instalaciones. Estos paneles 
(“banderas”) permiten no sólo que los caracoles se refugien durante el día, 
protegiéndolos del viento y el sol excesivo, sino que aumentan la superficie disponible 
necesaria para controlar adecuadamente la densidad poblacional, y facilitan 
notablemente la recolección de los caracoles adultos destinados al mercado o a 
reproducción (Melero y Calvo Galán, 2007). 
Una explotación de tipo mixto, por tanto, debe programar sus actividades 
teniendo en cuenta las limitaciones climatológicas de las etapas de engorde. Así, a 
comienzos del invierno se sacan de la hibernación los reproductores y se pone en 
marcha la fase de reproducción bajo condiciones int ensivas controladas. Mientras 
tanto, las puestas se depositan en salas de incubación, y una vez eclosionados los 
alevines se pasan a salas de primera edad, donde permanecerán unos 20-30 días tras su 
eclosión, y seguidamente a salas de segunda edad durante 1-2 meses más, todo ello 
bajo condiciones intensivas. En el momento que los juveniles adquieren un tamaño 
adecuado se pasan a los invernaderos de engorde, alrededor de los meses de abril-
mayo, donde estarán hasta alcanzar su talla comercial. Los caracoles destinados a la 
reproducción se mantendrán en hibernación dentro de las cámaras frigoríficas hasta el 
inicio del nuevo ciclo reproductivo. 
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1.4.2. Marco jurídico relativo al sector helicícola 
El sector helicícola está regulado por el Reglamento (CE) 1234/2007. Sin 
embargo, al igual que en la mayor parte de actividades zootécnicas menores, no existen 
instrumentos específicos de apoyo, por lo que esta normativa se limita a establecer un 
mecanismo de protección en frontera y algunas disposiciones de carácter general. A 
pesar de ello, el denominado "paquete de higiene", una serie de reglamentos 
comunitarios de obligada aplicación en el conjunto de los Estados Miembros de la Unión 
Europea, establece las disposiciones aplicables en materia de higiene de los alimentos, 
independientemente de su origen (Álvarez-Halcón y Arrébola-Burgos, 2007). Este 
paquete, integrado por los Reglamentos (CE) 178/2002, 852/2004, 853/2004, 
854/2004, 882/2004, y 183/2005, abarca todas las fases de producción, transformación 
y distribución de todos los sectores productivos, y  tienen como objetivo principal 
garantizar unos requisitos higiénicos y de inocuida d alimentaria comunes en toda la 
Unión Europea. En este sentido, conviene señalar que desde esta perspectiva, y 
siguiendo los Reglamentos (CE) 852/2004 y 853/2004, el caracol es un alimento, y, por 
tanto, las explotaciones de helicicultura deben ser consideradas empresas alimentarias 
integradas dentro del ámbito de la producción primaria, tal y como se menciona en el 
documento “Guías de prácticas correctas de higiene – Helicicultura”, que, al amparo del 
citado Reglamento 853/2004, ha elaborado el Ministerio de Medio Ambiente y Medio 
Rural y Marino en colaboración con la Asociación In terprofesional del Caracol de Crianza 
Interhelix (MARM, 2009). Por tanto, este tipo de instalaciones deberían estar 
debidamente registradas ante la autoridad competente y los productores de caracoles 
deberían llevar, de manera actualizada, un libro de registro de la explotación con las 
visitas, los tratamientos o medicamentos utilizados, de ser el caso, el origen de los 
animales y los controles efectuados sobre ellos, las entregas comerciales realizadas, 
además de los certificados de origen de los piensos o materias primas incorporados a la 
explotación, las fichas de mantenimiento de los sis temas de suministro de agua y 
posibles controles efectuados, y las fichas de cumplimiento de los protocolos de 
limpieza, desinfección, desinsectación y desratización.              
Al margen de los citados reglamentos comunitarios, a nivel nacional, el sector 
helicícola se ve afectado por la Ley 8/2003 de Sanidad Animal, que establece que todas 
las explotaciones de animales deben estar registradas en la Comunidad Autónoma en la 
que radiquen y que los datos básicos de estos registros sean incluidos en un registro 
nacional de carácter informativo. Asimismo, esta ley recoge que cada explotación de 
animales deberá mantener actualizado un libro de registro de los datos que la 
normativa aplicable disponga, y del que será responsable el titular de la explotación. 
Finalmente, el Real Decreto 479/2004, establece y regula el Registro General de 
Explotaciones Ganaderas (REGA), que se aplica a todos los animales de producción, 
incluidos como es lógico los caracoles.  
1.5. Depredadores y patógenos de Helix aspersa 
Los gasterópodos constituyen uno de los grupos anim ales con mayor 
biodiversidad en los ecosistemas terrestres, aunque algunas comunidades de estos 
moluscos se han extinguido o se encuentran amenazadas debido a actividades humanas 
que provocan la degradación de su hábitat o inducen  a su desplazamiento por 
introducción de especies foráneas (Verdú et al. 2009). Para establecer medidas de 
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conservación es imprescindible conocer su ecología dentro de los sistemas naturales, 
incluyendo el papel de sus enemigos naturales entre los que se incluyen depredadores y 
patógenos, que pueden actuar regulando la abundancia y composición de sus 
comunidades en el medio natural, pero también en las granjas de cultivo, donde 
pueden condicionar notablemente la rentabilidad de estas explotaciones. En este 
sentido, los depredadores, además de generar pérdidas directas importantes asociadas 
a su actividad, pueden actuar como reservorios de ciertos patógenos, que si se 
transmiten a los gasterópodos pueden causarles morbilidad, e incluso mortalidad. Un 
conocimiento detallado del papel que juegan estos enemigos naturales dentro de las 
explotaciones constituye una información relevante para establecer estrategias de 
control destinadas a mejorar el rendimiento de la actividad helicicultora.  
1.5.1. Depredadores 
A continuación, se resumirán los principales grupos de animales que incluyen a 
los gasterópodos terrestres en su dieta, y que, por tanto, tienen potencial para regular 
sus poblaciones tanto en el medio natural como en l as explotaciones, si no existen 
medidas de contención adecuadas para evitar el acceso de estos depredadores a las 
instalaciones.  
Mamíferos y aves 
El consumo de caracoles por la mayoría de los vertebrados homeotermos es 
escaso ya que, a excepción del erizo, estos moluscos no constituyen un alimento 
preferente en sus dietas. Sin embargo, algunos consumen su carne mientras otros 
satisfacen sus necesidades de calcio ingiriendo la concha o partes de la misma (Allen, 
2004). En nuestro entorno, por tanto, se pueden considerar malacófagos el conejo 
común, el jabalí, el tejón, la garduña, el zorro, el hurón, la comadreja, la musaraña, el 
topo, el topillo, el erizo, el ratón y la rata (Arrébola y Muñoz-Araujo, 2007). Ésta última, 
además, puede causar importantes pérdidas en el sector helicícola. Entre las aves que 
pueden incluir caracoles en su dieta cabe destacar córvidos, arrendajos, mirlos y tordos.  
A pesar de que se conoce que estos animales pueden consumir caracol, su 
impacto sobre las poblaciones naturales de estos animales es prácticamente 
desconocido, así como la función de estas presas en la dinámica de poblaciones de 
dichos depredadores. Algunos estudios señalan una c lara relación entre ambas 
poblaciones, demostrando la importancia de la incor poración de gasterópodos en la 
dieta de algunos pájaros, que requieren elevadas cantidades de calcio durante su fase 
reproductora (Graveland, 1996). Por otra parte, se desconoce el papel de la 
depredación sobre huevos y juveniles sobre las poblaciones de caracoles, debido a las 
dificultades técnicas para la identificación de estos componentes en las dietas.  
Reptiles 
Entre todos los reptiles, las serpientes son depredadores muy especializados y 
los caracoles constituyen la presa dominante para unas 182 especies (Laporta-Ferreira y 
Salomão, 2004). Su éxito como depredadores de gasterópodos reside en 
especializaciones morfológicas (adaptaciones del aparato mandibular libre, cambios en 
la musculatura de la cabeza), fisiológicas (secreciones glandulares) y de 
comportamiento (reconocimiento de la presa al lamer el rastro de mucus). Las familias 
de serpientes depredadoras pertenecen a las familias Typhlopidae, Leptotyphopidae, 
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Uropeltidae, Atractaspididae y Colubridae.  Por otra parte, otros reptiles como lagartos, 
tuátaras, cocodrilos, aligátores y tortugas, incluyen también gasterópodos en sus dietas. 
En criaderos de caracoles al aire libre, lagartos, culebras, ranas y sapos pueden 
ocasionar pérdidas más o menos importantes, aunque el papel de este tipo de 
depredadores sobre la dinámica de poblaciones de gasterópodos está poco estudiado. 
Insectos 
Los coleópteros de las familias Carabidae, Staphylinidae, Lampyridae, Drilidae y 
Silphidae son depredadores, parásitos, o carroñeros, que utilizan gasterópodos como 
fuente de alimento frecuente (Symondson, 2004). Los miembros de las familias Drilidae 
y Lampyridae (Wild y Lawson, 1937) segregan una sustancia enzimática que paraliza a 
los caracoles a la vez que los digiere, mientras que los de la familia Carabidae, la más 
abundante y diversa, atacan y devoran a los caracoles y a sus puestas, siendo Helix 
aspersa el caracol más citado como presa. Dentro de la familia Silphidae, las especies 
Ablattaria laevigata y Phosphuga atrata paralizan a sus presas con su saliva tóxica a los 
que digieren por liberación de proteasas y fluidos anales (Baronio, 1974).  
Por otra parte, apenas hay hemípteros que incluyan gasterópodos terrestres en 
sus dietas, pero sí himenópteros, como ciertas hormigas y avispas. En este sentido, las 
hormigas son depredadoras de huevos y juveniles, y pueden suponen un factor 
estresante para caracoles adultos.  
Los dípteros que se alimentan de gasterópodos se pueden dividir en tres grupos: 
a) saprófagos, que se alimentan de los cuerpos de moluscos muertos, b) ectoparásitos, 
que se alimentan de las secreciones corporales de los moluscos vivos, sin suponer su 
muerte, y c) parasitoides o depredadores, que matan a uno o varios gasterópodos 
durante su desarrollo (Coupland y Barker, 2004). El contacto entre gasterópodos y 
dípteros se produce por ingestión accidental de huevos o por un contacto directo con la 
larva o con el adulto. Las familias de dípteros Cal liphoridae, Fanniidae, Muscidae, 
Phoridae y Sarcophagidae son comúnmente saprófitas, mostrando una tendencia 
oportunista y facultativa a la depredación o a la asociación parasitoide. Los organismos 
de la familia Sciomyzidae, vulgarmente conocidos como “moscas de los pantanos”, 
constituye uno de los principales enemigos de los caracoles terrestres ya que sus larvas 
matan a sus presas solo después de utilizarlas como alimento durante varios días, 
mientras permanecen ocultas dentro del cuerpo del molusco o de su concha. Algunas 
especies también se alimentan de caracoles muertos, un género específico de esta 
familia son solamente parasitoides de babosas, y otras especies se alimentan de huevos 
o embriones de caracoles. Las moscas de la familia Sciomyzidae, adaptadas a las 
regiones frías, se desarrollan en la región Holártica, donde muestran un elevado nivel de 
endemismos. Los adultos suelen estar en zonas pantanosas o bosques húmedos y se 
alimentan de flores, insectos muertos, huevos de insectos y caracoles, pero sin 
matarlos, probablemente ingiriendo su mucus. Su papel en la dinámica de poblaciones 
de gasterópodos se puede resumir en dos componentes: 1) disminución de la densidad 
de caracoles y 2) estabilidad de la interacción larva-presa a largo plazo. Existe poca 
información sobre la mortalidad asociada a estas in teracciones y los métodos de 
muestreo tampoco aportan datos fidedignos sobre las tasas de mortalidad, que son 
esenciales para establecer el papel regulatorio o supresor de estos dípteros en la 
dinámica de poblaciones de los gasterópodos.  
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Miriápodos 
Los milpiés o Diplopoda son animales detritívoros, pero algunas especies del 
orden Callipodida son carroñeras o carnívoras, alimentándose de gasterópodos 
terrestres (Barker, 2004). Los ciempiés o Chilopoda, menos diversos que los milpiés, son 
animales carnívoros, depredadores de un amplio rango de presas entre las que se 
encuentran los gasterópodos terrestres. 
Arácnidos 
Los gasterópodos terrestres raramente forman parte de la dieta de las arañas, a 
pesar de que éstas son depredadores voraces presentes en casi todos los ecosistemas 
terrestres (Pollard y Jackson, 2004). Las pocas especies capaces de alimentarse de 
gasterópodos se caracterizan por formar telas con las que consiguen evadir los 
mecanismos de defensa de éstos. Hasta unas 18 especies del orden Opiliones utilizan 
gasterópodos terrestres en sus dietas, especialmente dentro del la familia Trogulidae, 
que se alimentan preferentemente de gasterópodos a los que atacan a través de su 
abertura bucal.   
Gasterópodos 
Algunos gasterópodos se alimentan de huevos y conchas postembriónicas de 
otros ejemplares, lo que se asocia a la obtención de calcio. Los gasterópodos 
depredadores de otros invertebrados se pueden dividir en dos categorías: carnívoros 
facultativos (Cyclophoroidea, Rathouisiidae y Stylo mmatophora) y carnívoros 
verdaderos (Chlamydephoridae, Dauderbardiidae, Haplotrematidae, Oleacinidae, 
Papillodermidae, Rathousiidae, Rhytididae, Sagdidae, Streptaxidae, Systrophiidae, 
Testacellidae y Trigonochlamydidae) (Barker y Efford, 2004). 
Las especies europeas depredadoras de caracoles y de interés gastronómico o 
zootécnico pertenecen casi exclusivamente a la familia Helicidae y son carnívoros 
facultativos: Helix aspersa, Iberus gualtieranus alonensis, Helix pomatia, Helix lucorum, 
Cepaea nemoralis, Theba pisana, Otala lactea, Otala punctata, Eobania vermiculata, 
etc. (Arrébola y Muñoz-Araujo, 2007) La especie Rumina decollata, por ejemplo, 
ampliamente distribuida en el área mediterránea, es muy voraz siendo capaz de atacar 
a Helix aspersa o Cepaea nemoralis, entre otras. Entre los Oxychilus destaca O. 
draparnaudi, citado como depredador de varios caracoles entre los que también se 
encuentra Helix aspersa. 
El canibalismo es un fenómeno bastante común en los  gasterópodos terrestres y 
puede haber sido un fenómeno preadaptativo al desarrollo de la depredación, como 
una estrategia vital en algunas líneas. Baur (1992) clasificó el canibalismo en tres 
categorías: 1) gasterópodos adultos y juveniles que se alimentan de adultos y juveniles 
de la misma especie, 2) gasterópodos adultos que se alimentan de huevos 
conespecíficos y 3) gasterópodos neonatos que se alimentan de huevos conespecíficos. 
El canibalismo se ve favorecido por la selección natural si éste fenómeno aumenta el 
fitness del caníbal a través de ganancias directas, inmediatas, normalmente nutritivas y, 
además, puede asociarse con ecosistemas pobres y/o estrés fisiológico.  
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1.5.2. Parásitos 
A continuación, se presenta un resumen de los principales parásitos descritos en 
gasterópodos terrestres, y en especial en el caracol Helix aspersa. La información 
relativa a algunas de las especies encontradas en los caracoles de cultivo del noroeste 
de España examinados durante este trabajo se tratará con mayor profundidad en el 
apartado de Discusión general de esta tesis. 
Ciliados 
Los ciliados que afectan a gasterópodos terrestres pertenecen a las clases 
Colpodea y Oligohymenophorea (Van As y Basson, 2004). Dentro de la primera clase, la 
especie Colpoda aspera se describió inicialmente como Colpoda steini parasitando la 
cavidad paleal, sistema digestivo, glándula de albumen, ovotestis y tejido conectivo de 
la babosa Deroceras agreste (Reynolds, 1936). Posteriormente, ya descrita como C. 
aspera, fue identificada también en varias especies de caracoles y babosas en 
Norteamérica (Windsor, 1959, Burch, 1960). No se conoce con detalle su morfología ni 
la patología que produce, de manera que ciertos autores no creen que sea un 
verdadero patógeno, sino muy probablemente un comensal facultativo (Burch, 1960).  
Dentro de la clase Oligohymenophorea, el género Tetrahymena presenta algunas 
especies endoparásitas de organismos vertebrados e invertebrados. Hasta la fecha se 
han descrito 3 especies como patógenas de una amplia variedad de gasterópodos 
terrestres: Tetrahymena limacis y Tetrahymena pyriformis, en tracto alimentario y 
glándula digestiva, y Tetrahymena rostrata, en el riñón (Corliss, 1954, Kozloff, 1956, 
Brooks, 1968, Van As y Basson, 2004). Mientras T. limacis y T. rostrata se han 
encontrado en múltiples especies de babosas y algunas especies de caracoles (Van As y 
Basson, 2004), T. pyriformis solamente se ha observado tras una infección experimental 
en la babosa Deroceras reticulatum (Kozloff, 1956). En lo que respecta a helícidos, antes 
del presente estudio sólo la especie T. limacis había sido encontrada en la especie Helix 
pomatia (Van As y Basson, 2004).  
Dentro de la subclase Scuticociliatia, la especie Thigmocoma acuminata ha sido 
descrita parasitando el riñón de dos especies de gasterópodos, mientras Myxophyllum 
steenstrupi ha sido encontrado como ectosimbionte en el moco de la pared del cuerpo y 
la cavidad paleal de gran número de caracoles terrestres (Van As y Bason, 2004). En la 
subclase Peritrichia, el suborden Mobilina engloba especies parásitas o simbiontes de 
algunas especies de Limax flavus y gasterópodos terrestres, si bien no existe 
información sobre la patología que producen. 
En lo que respecta a caracoles producidos en cautividad, y más concretamente 
en el caso de H. aspersa, antes del presente trabajo, la presencia de ciliados parásitos 
sólo había sido detectada en un estudio realizado p or Cabaret et al. (1988). La identidad 
específica de los ciliados encontrados y su microhábitat en el caracol, sin embargo, no 
fueron comunicados por estos autores. 
Flagelados 
Hasta el momento se han encontrado muy pocas especies de flagelados 
parasitando gasterópodos terrestres. La especie Tetratrichomonas limacis 
(=Trichomonas limacis) fue detectada por primera vez en el sistema digestivo y 
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hepatopáncreas de las babosas Limax flavus y Deroceras agreste, y posteriormente en 
los helícidos Helix pomatia y Otala lactea (Kozloff, 1945, Saleuddin, 1972, Meynadier, 
1979). En cuanto a las especies Cryptobia helicis y Cryptobia helicogenae, se han 
descrito parasitando la bolsa copulatriz y/o receptáculo seminal de diferentes especies 
de babosas y caracoles, entre las que se incluyen los helícidos H. aspersa y H. pomatia 
(Meynadier, 1979, Kozloff, 2004). Aunque estos últimos parecen transmitirse por ruta 
sexual durante el apareamiento, sus efectos sobre la supervivencia y fecundidad de sus 
hospedadores permanecen, como en el caso de la especie T. limacis, desconocidos. 
Microspora 
Hasta el momento se han descrito sólo 2 especies de microsporidios que afectan 
a gasterópodos terrestres (Selman y Jones, 2004). La especie Microsporidium 
novacastriensis es específica de la babosa Deroceras reticulatum (Jones y Selman, 1985). 
Las esporas infectan el epitelio intestinal de las babosas, alterando su capacidad de 
alimentación, lo que lleva a una reducción de su peso, un aumento de la mortalidad y 
un descenso en la producción de huevos. La otra especie, descrita en gasterópodos de 
la familia Partulidae, presenta características morfológicas del género Steinhausia. Este 
microsporidio, ha sido la causa más probable de la extinción de las poblaciones de 
Partula turgida mantenidas en cautividad (Cunningham y Daszak, 1998). 
Platelmintos 
Por lo general, los trematodos digeneos presentan ciclos biológicos heteroxenos 
en los que intervienen un hospedador definitivo vertebrado y 1 ó 2 hospedadores 
intermediarios invertebrados. Con alguna excepción, presentan como primer 
hospedador intermediario a un molusco terrestre o acuático donde se desarrollan 
esporocistos, redias y/o cercarias. En el segundo hospedador intermediario, que en 
muchas ocasiones también es un gasterópodo terrestre, se desarrollan las 
metacercarias. Las especies más frecuentes en caracoles destinados a consumo humano 
recolectados y/o cultivados en nuestro país pertenecen a la familia Brachylaimidae 
(Gracenea y González-Moreno, 2002; Gracenea et al., 2009a, 2009b), que completan su 
ciclo de vida en diferentes vertebrados, principalmente micromamíferos (roedores y/o 
sorícidos) y aves, que incluyen caracoles como parte de sus dieta. Las especies descritas 
en nuestro país hasta este trabajo son B. recurva, B. fulvus, B. simoni, B. ruminae, B. 
mascomai y B. llobregatensis, si bien sólo las 3 últimas han sido estudiadas en 
profundidad, especificando no sólo sus característi cas morfológicas sino también 
detallando su ciclo biológico completo y posibles h ospedadores (Gállego y Feliú, 1983, 
Feliú et al., 1986, Mas-Coma y Montoliu, 1986, González-Moreno et al., 1994, Gracenea 
y González-Moreno, 2002, González-Moreno y Gracenea, 2006). De manera ocasional, 
tal y como se ha demostrado en Australia con la especie B. cribbi, otra de las especies 
descritas en profundidad, las metacercarias de estos digeneos presentes en el riñón de 
Helix aspersa y otros caracoles comestibles pueden infectar humanos, si éstos se 
consumen crudos o insuficientemente cocinados (Butcher et al., 1996, 1998, Butcher, 
2006).  
Considerando las 3 especies correctamente descritas en España antes del 
presente trabajo, esto es, B. ruminae, B. mascomai y B. llobregatensis, sólo las dos 
últimas han sido encontradas parasitando el riñón de Helix aspersa en el medio natural 
(Gracenea y González-Moreno, 2002, González-Moreno y Gracenea, 2006). Sin 
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embargo, aunque en la mayoría de los casos no se ha llevado a cabo su identificación 
específica, la presencia de metacercarias del genéro Brachylaima es un hallazgo 
frecuente en ésta y otras especies comestibles que se comercializan en nuestros 
mercados, y que en muchos casos provienen de explotaciones helicícolas (Gracenea y 
González-Moreno, 2002; Gracenea et al., 2009a, 2009b). A pesar de que son parásitos 
frecuentes y de que, por lo general, los digeneos son considerados una fuente potencial 
de morbimortalidad para los caracoles de granja (Cooper y Knowler, 1991, Cuéllar y 
Cuéllar, 2003, Fontanillas and García-Cuenca, 2005, Arrébola and Muñoz-Araujo, 2007), 
la información sobre la patología que causan los di ferentes estadios del ciclo biológico 
de estos braquiláimidos en sus hospedadores y sus e fectos sobre supervivenvia, tasa de 
engorde, éxito reproductivo, o grado maduración de los caracoles bajo condiciones de 
cultivo es escasa. 
Aparte de los trematodos digeneos, las especies de cestodos descritas 
parasitando gasterópodos terrestres son muy escasas. Entre ellas destaca Davainea 
proglottina, que cierra el ciclo en aves, y cuyos cisticercoides se han detectado en el 
tubo digestivo de caracoles, incluyendo miembros del género Helix (Cordero del 
Campillo et al., 1994, Arrébola y Muñoz Araujo, 2007). En cuanto a la patología que 
estos metacestodos generan en sus hospedadores intermediarios caracoles, se cree que 
no es severa (Cuéllar y Cuéllar, 2003).  
Nematodos 
Las especies de nematodos que parasitan gasterópodos terrestres pueden penetrar 
activamente desde el suelo, transmitirse durante la cópula, o ser ingeridas con el 
alimento. Los signos asociados a las infecciones po r nematodos no son visibles con 
intensidades bajas, pero cuando la parasitación se incrementa se puede observar 
inactividad, anorexia, bloqueo reproductor, inflamación del manto, e incluso muerte del 
animal. 
La presencia de nematodos en granjas de helicicultura es debida principalmente 
al uso de pautas de higiene inadecuadas, lo que genera importantes focos de 
contaminación como son los sustratos de puesta sin esterilizar, piensos en mal estado, 
y/o excrementos acumulados. 
En  el caso de Helix aspersa, las especies de nematodos que pueden parasitar 
este caracol de forma natural incluyen Rhabditis maupasi, hallado en la cavidad del 
manto (Brockelman y Jackson, 1974), Alloionema appendiculatum, que parasita la 
musculatura del pie pero puede encontrar en la cavidad paleal y otros órganos 
(Morand, 1985, Morand y Daguzan, 1986, Cabaret et al., 1988), Angiostoma aspersae, 
presente en la cavidad del manto (Morand, 1985, 1986; Cabaret et al., 1988), y 
Nemhelix bakeri, que parasita el aparato reproductor (Morand y Petter, 1986; Cabaret 
et al., 1988; Morand, 1988b, a, 1989). Además de estos nematodos, esta especie tienen 
potencial para actuar como hospedador intermediario de ciertos nematodos 
estrongílidos de los géneros Aelurostrongylus, Angiostrongylus, Muellerius, 
Neostrongylus, Oslerus, Protostrongylus, etc., cuyas larvas L3 parasitan principalmente 
la musculatura del pie (Cabaret y Morand, 1990, Grewall et al., 2003)  
En el caso de A. appendiculatum, que es especialmente frecuente en babosas y 
en caracoles de helicicultura, las larvas L3 dauer presentes en el sustrato penetran en el 
pie del hospedador, donde mudan a L4, que permanecen encapsuladas en la 
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musculatura pedal. Bajo condiciones que todavía se desconocen, las L4 pueden salir al 
exterior, donde se desarrollan a adultos y completan su ciclo biológico. También pueden 
alcanzar la fase adulta y reproducirse en el cadáver del gasterópodo, después de su 
muerte. Estos nematodos bacteriófagos tienen capacidad, además, para completar su 
ciclo de vida en el medio externo, como organismos de vida libre, sin necesidad de una 
fase parásita (Morand y Daguzan, 1986, Morand et al., 2004). A diferencia de A. 
appendiculatum, las especies A. aspersae y N. bakeri, ambas monoxenas y específicas 
de hospedador, completan su ciclo biológico dentro de Helix aspersae. En el primer 
caso, la fase adulta se localiza en la cavidad paleal (Morand, 1986), donde las hembras 
grávidas liberan larvas L1, que migran hacia el espacio existente entre la concha y el 
manto, mudan al tercer estadio larvario, y retornan, probablemente a través del 
pneumostoma, a la cavidad paleal, donde mudan al cuarto estadio y, posteriormente, a 
la forma adulta tras unos 30 días de la infección (Morand, 1989). En el caso de N. bakeri, 
todas las fases del ciclo transcurren en el aparato genital de este caracol (no hay fases 
externas), y la transmisión sexual se completa al intercambiarse los espermatóforos 
contaminados con los estadios larvarios durante la cópula (Morand y Petter, 1986, 
Morand, 1988a, 1988b, Morand y Faliex, 1994, Morand et al., 2004). 
La patogenicidad de estos nematodos no se conoce en profundidad, aunque en 
el caso de N. bakeri, se sabe que la infección, aunque no provoca mortalidad, sí reduce 
significativamente la fecundidad cuando la carga parasitaria supera los 90 individuos, 
pudiendo llegar incluso a bloquear la puesta (Moran d, 1989). Finalmente, en lo que 
respecta a A. appendiculatum, los estudios llevados a cabo hasta el momento no 
permiten establecer conclusiones fiables debido a la falta de homogeneidad en los 
métodos de detección de la parasitación, la posible  presencia de otros parásitos 
concomitantes, y la ausencia de registros de mortalidad adecuados en plantas de 
helicicultura. A pesar de ello, si la carga parasitaria es elevada (>30 larvas por ejemplar), 
este nematodo parece ser una importante causa de mortalidad y de retraso en el 
crecimiento de juveniles en helicicultura (Morand y Daguzan, 1986, Cabaret et al., 1988; 
Morand et al., 2004), aspecto que será tratado en profundidad en la discusión general 
de esta tesis.  
Ácaros 
Los principales ácaros parásitos de gasterópodos terrestres pertenecen al orden 
Prostigmata y a la familia Ereynetidae. Las especies más comunes pertenecen al género 
Riccardoella, donde se han descrito hasta 6 especies parasitando la cavidad paleal de 
caracoles y babosas (Fain y Barker, 2004, Fain, 2004). De ellas destacan R. oudemansi, 
que infecta babosas, y R. limacum, que parasita caracoles, incluido Helix aspersa (Turk y 
Phillips, 1946, Baker, 1970a,b, Badie y Rondelaud, 1985, Morand, 1985; Fain y Van 
Goethem, 1986, Morand y Daguzan, 1986, Fontanillas y Pérez, 1987, Graham et al., 
1993, Ueckermann y Tiedt, 2003, Fain y Barker, 2004, Fain, 2004). Esta última, tiene 
distribución mundial y en condiciones de hacinamien to y falta de medidas higiénicas 
adecuadas puede causar importantes pérdidas en las explotaciones de helicicultura 
(Fain, 2004). En condiciones intensivas, donde la m asificación es importante, resulta 
especialmente difícil erradicar y controlar las infestaciones por este parásito. Cuando 
salen de la cavidad paleal, a través del neumostoma, estos ácaros se pueden observar 
como pequeños puntos de color blanquecino que se de splazan sobre la superficie 
corporal del caracol. Tienen tres pares de apéndices locomotores en estadio larvario y 
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cuatro en estadio de ninfa y adulto. Se alimentan d e la hemolinfa de sus hospedadores, 
que obtienen a partir de los capilares sanguíneos del plexo pulmonar que forma el 
límite superior de la cavidad paleal (Baker, 1970a).   
El ciclo biológico monoxeno de estos parásitos hema tófagos fue estudiado sobre 
ejemplares procedentes de babosas, que fueron identificados inicialmente como R. 
limacum (Baker, 1970b) pero que muy probablemente correspondían a la especie R. 
oudemansi (Fain y Van Goethem, 1986). De acuerdo con estos estudios, la hembra pone 
unos tres huevos en la cavidad paleal que a 25 °C eclosionan aproximadamente en tres 
días, saliendo larvas hexápodas. En el caso de R. limacum, sin embargo, se ha notificado 
que la eclosión ocurre tras 8-12 días durante casi todo el año, observándose un bloqueo 
de la misma durante los períodos de hibernación (Graham et al., 1996). Las larvas de R. 
oudemansi se transforman en ninfas a los 8 días, las cuales, tras pasar por tres estadios 
sucesivos, protoninfa, deutoninfa y tritoninfa, se convierten en adultos (Baker, 1970b). 
En el caso de R. limacum, en condiciones de cultivo intensivo, el ciclo bioló gico parece 
completarse en unos 19-23 días (Graham, 1994). Los caracoles, tal y como se ha 
demostrado en profundidad en la especie Arianta arbustorum, se pueden contaminar 
por contacto directo con ejemplares parasitados, especialmente durante el 
apareamiento, pero también de manera indirecta, a partir de ácaros que se localizan en 
el suelo tras abandonar sus hospedadores, y que son incluso capaces de seguir el rastro 
de baba que estos dejan al moverse (Baur y Baur, 2005, Schüpbach y Baur, 2008a, 
2010). También pueden contagiarse entre ácaros próximos y a través de los utensilios 
empleados durante el manejo de los caracoles. En las explotaciones intensivas de 
ambiente controlado, el ciclo biológico de los ácar os se modifica de manera que la 
hembra puede poner huevos a lo largo de todo el año, lo que, unido a las grandes 
densidades de caracoles, que facilitan la transmisión por contacto produce un 
importante aumento de la parasitación (Graham et al., 1996).  
La gravedad de los trastornos ocasionados por estos ácaros en su hospedador 
depende del grado de infestación. La alimentación a  base de hemolinfa y la actividad de 
numerosos ácaros causa probablemente anemia y estrés en los caracoles. En el caso de 
Helix aspersa, las infestaciones severas (>20 ácaros por hospedador) reducen la 
actividad del caracol, disminuyen su tasa de crecimiento y retardan considerablemente 
su desarrollo reproductivo, lo que condiciona notab lemente la rentabilidad de su 
explotación en cautividad. Además, los caracoles más infectados tienen la concha más 
débil, y cuando éstas sufren daños se reparan de forma irregular (Graham, 1994; 
Graham et al., 1996). Algunos autores han indicado que la infest ación masiva (100 o 
más ácaros por caracol, constituye un peligro serio para la rentabilidad de las 
explotaciones (Cuéllar y Cuéllar, 2003). En la especie Arianta arbustorum, donde los 
efectos de este ácaro han sido estudiados en profundidad, se han demostrado una 
morbilidad similar observándose que la infestación severa puede reducir la actividad de 
los caracoles, su consumo de alimento, el número de huevos de su puesta, y su 
supervivencia durante el invierno,  especialmente justo al activarse tras la hibernación 
(Wacker, 2008; Schüpbach y Baur, 2008b, Haeussler et al., 2012), aunque algunos de 
estos efectos parecen variar según la naturaleza genética de la población afectada 
(Schüpbach y Baur, 2010). 
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1.5.3. Otros patógenos 
Entre las bacterias que han sido asociadas con pato logía en helícidos se 
encuentran las del género Pseudomonas y de la especie Aeromonas hydrophila (Raut, 
2004). En el primer caso,  causan el síndrome conocido con el nombre de “fluorescencia 
amarilla”, que ha sido detectado, entre otros caracoles, en los helícidos Helix pomatia y 
H. aspersa, y que se cree responsable de epizootias periódicas con mortalidad asociada 
en explotaciones de helicicultura francesas (Meynadier et al., 1964; Meynadier et al., 
1977; Meynadier, 1979; Raut, 2004). Estas bacterias formadoras de pigmento, que viven 
en el mucus superficial de estos caracoles, pueden colonizar las células mucosas de la 
epidermis, el sistema reproductor y la hemolinfa (Yates and Rawls, 1972) generando la 
liberación de un abundante fluido amarillo intenso y moco a partir de la superficie 
corporal, causando generalmente la muerte del animal infectado en pocos días. La tasa 
de supervivencia y de recuperación de los animales infectados es muy baja, 
especialmente cuando la enfermedad ocurre durante la estivación. 
 En el caso de Aeromonas hydrophila, la infección se asocia con un síndrome 
denominado “leucodermia”, debido a las lesiones de despigmentación que se observan 
en la epidermis de cualquier parte del cuerpo del gasterópodo, aunque frecuentemente 
aparecen en los tentáculos, zona bucal y pie (Raut, 2004). La destrucción de los tejidos y 
debilitamiento de la epidermis, genera un aumento gradual del tamaño de las lesiones a 
modo de surcos, nódulos o protuberancias, que pueden llegar a unirse. Como resultado 
de estas lesiones, se puede producir un acortamiento y torsión de los tentáculos 
oculares y la destrucción de la función sensorial de los palpos labiales. Aunque este tipo 
de síndrome no se ha notificado en H. aspersa en explotaciones de cultivo, trastornos 
similares han sido observados en la especie H. pomatia (Pollard, 1975).  
Los hongos que han sido asociados con patología en caracoles pertenecen a los 
géneros Fusarium, Verticillium y Aspergillus (Fontanillas y García-Cuenca, 2002, Cuéllar y 
Cuéllar, 2003, Arrébola y Muñoz Araujo, 2007). Lógicamente, las condiciones óptimas de 
humedad y temperatura existentes en las explotaciones intensivas facilitan la 
proliferación de estos organismos. El primero de ellos, que causa la llamada “puesta 
rosa”, se desarrolla sobre los huevos embrionados, dotándolos de una coloración 
generalmente rosácea, pero que puede ser también amarillenta o pardusca. Los huevos 
afectados pierden turgencia y se desecan antes de eclosionar. En el caso de Verticillium, 
su micelio invade el huevo pudiendo causar la muerte de los embriones. Además, 
aunque los huevos lleguen a eclosionar, los neonato s mueren poco después de nacer. 
Finalmente, los miembros del género Aspergillus, pueden contaminar los piensos mal 
conservados produciendo aflatoxinas, que han sido a sociadas con necrosis de la 
glándula digestiva y mortalidad en caracoles. 
1.5.4. Medidas de control generales frente a depredadores y patógenos 
La helicicultura es una actividad zootécnica cuya f inalidad es la obtención de 
caracoles terrestres de manera económicamente óptima, por tanto, en las granjas es 
necesario tener en cuenta las posibles especies depredadoras y los organismos 
patógenos que pueden condicionar la productividad d e las mismas. Las condiciones a 
las que están sometidos los caracoles en la mayoría de las instalaciones de cría difieren 
mucho de las existentes en su medio natural, ya que, aunque este tipo de explotaciones 
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están diseñadas para proporcionar las condiciones m ás favorables para el desarrollo 
óptimo de los caracoles, es muy difícil encontrar un equilibrio. Así, por ejemplo, las 
elevadas densidades empleadas en cultivo favorecen la transmisión de patógenos y 
atraen a los depredadores. Por consiguiente, cualquier medida que evite tanto la 
entrada de depredadores y patógenos como la transmisión de éstos últimos resulta 
absolutamente imprescindible para el correcto funcionamiento de las granjas y la 
obtención de beneficios. Además, tal y como apuntan Arrébola y Muñoz-García (2007), 
hay que tener en cuenta que las explotaciones han de construirse sin alterar el medio 
ambiente y respetando ciertas condiciones higiénico-sanitarias para que el producto 
final sea seguro para el consumo humano. Esto signi fica que no se pueden utilizar 
compuestos como fármacos, antisépticos, desinfectantes, biocidas o ciertos aditivos del 
pienso de engorde sin antes asegurarse de su efecto sobre los caracoles, el entorno, y 
sus posibles consumidores.  
En la actualidad, existe escasa información sobre las patologías de los helícidos, 
de manera que los medios de control veterinario son bastante deficientes, 
restringiéndose principalmente a ciertas medidas profilácticas. A continuación, se 
exponen una serie de medidas de control referentes al manejo, mantenimiento y 
gestión de las instalaciones de helicicultura que h an sido extraídas de los principales 
tratados de helicicultura publicados en nuestro paí s (Fontanillas y García-Cuenca, 2002, 
Cuéllar y Cuéllar, 2003, Arrébola y Muñoz Araujo, 2007) y de la Guía de prácticas 
correctas de higiene para helicicultura editada por el Ministerio de Medio Ambiente, 
Medio Rural y Marino, en colaboración con la Asociación Interprofesional del Caracol de 
Crianza Interhelix (MARM, 2009). 
Uno de los principales problemas que se dan en las explotaciones helicícolas es 
la entrada de otros gasterópodos las instalaciones.  La presencia de estos moluscos 
exógenos, que están representados mayoritariamente por babosas, es doblemente 
perjudicial pues estos animales no sólo compiten po r el pienso (u otro tipo de alimento) 
con los caracoles, provocándoles desnutrición e incrementando el coste destinado a 
alimentación, sino que pueden ser un importante reservorio de patógenos, facilitando 
la entrada y transmisión de estos organismos en las explotaciones. Evitar su acceso a las 
instalaciones es una labor difícil que debería ser considerada a la hora de diseñar e 
ubicar las instalaciones, haciendo especial hincapi é sobre la preparación inicial del 
terreno, mediante una adecuada limpieza empleando, si es necesario, métodos 
autorizados (mejor físicos, que químicos) (Arrébola  y Muñoz Araujo, 2007). 
Lógicamente, si se emplean alimentos vegetales frescos hay que asegurarse que no 
porten otros gasterópodos entre sus hojas. Desafortunadamente, una vez en las 
instalaciones, estos invasores solo pueden retirarse manualmente, ya que los 
tratamientos molusquicidas disponibles actualmente pueden afectar también a los 
caracoles de la explotación.  
En lo que respecta a los depredadores, las medidas destinadas a evitar su 
entrada en las instalaciones dependerán en gran medida del tipo de animal. Mantener 
los criaderos en el interior de naves puede ser beneficioso para evitar la entrada de 
insectos, pero es conveniente instalar mosquiteras en las ventanas y láminas de plástico 
en las puertas, además de usar trampas aéreas (luz ultravioleta o cintas adhesivas) 
(Arrébola y Muñoz Araujo, 2007). En invernaderos y parques abiertos la lucha contra la 
entrada de insectos es prácticamente imposible.  
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Para evitar la entrada de micromamíferos como roedores e insectívoros, que 
pueden consumir caracoles y/o servir de reservorios de ciertos patógenos, se debería 
elegir un terreno en una zona con baja prevalencia de estos animales, y usar trampas 
mecánicas o cebos envenenados colocados próximos a las entradas de las naves (debe 
evitarse que los caracoles accedan a los cebos). Si fuera posible, sería aconsejable 
instalar telas metálicas o vallas verticales enterradas rodeando el terreno, y/o suelos de 
cemento o plástico, que impidan, o cuando menos, minimicen, el acceso de estos 
animales a los invernaderos (Arrébola y Muñoz Araujo, 2007, MARM, 2009). Además, 
debe de evitarse la acumulación de basura y elevada cantidad de pienso en los recintos, 
que atraen a roedores. Contra las aves se recomienda el uso de mallas de sombra en los 
criaderos al aire libre, que, además, protegen al caracol de la radiación solar. 
Con el fin de intentar prevenir las enfermedades, además de minimizar el acceso 
y presencia de estos reservorios de patógenos en las instalaciones, ha de ponerse 
especial cuidado en mantener una alimentación adecuada, y en llevar a cabo un 
correcto manejo y limpieza de los caracoles y las instalaciones. La profilaxis, por tanto, 
tiene un papel fundamental, dada la complejidad y, en ocasiones, la imposibilidad de 
eliminar los brotes de enfermedad que pueden aparecer mediante la utilización de 
fármacos y/o desinfectantes cuyos efectos, acumulación y eliminación en invertebrados 
es, en muchos casos, totalmente desconocido (Arrébola y Muñoz Araujo, 2007). Entre 
las medidas profilácticas que se pueden poner en práctica, siempre que las 
características de las explotaciones lo permitan y que la infección curse con signos 
clínicos claros, algo no demasiado habitual, están el aislamiento de los lotes enfermos y 
la utilización de periodos de cuarentena antes de introducir caracoles exógenos en la 
explotación. Dado que estas medidas no son siempre posibles, es muy importante 
emplear protocolos de manejo, manipulación, limpieza y desinfección sistematizados y 
rigurosos. Dentro de estos últimos, Arrébola y Muñoz Araujo (2007) recomiendan las 
siguientes pautas: 1) evitar el cultivo simultáneo dentro de las mismas salas o 
invernaderos de varias especies o subespecies de caracol, y la mezcla de individuos de 
procedencias muy diferentes, 2) respetar las condiciones ambientales óptimas para el 
cultivo de cada especie y, a poder ser, llevar una monitorización periódica de 
parámetros como humedad, temperatura, ventilación, etc., en las instalaciones, 3) 
utilizar agua potable y una alimentación óptima, ta nto en lo que se refiere a aspectos 
nutricionales como a su dosificación (en el caso de  los piensos, es importante 
almacenarlos protegidos de la humedad para evitar su colonización por hongos), 4) 
evitar la introducción de reproductores que no provengan de sitios controlados (p. ej. 
otras explotaciones), y si no es posible, introducir sus descendientes, tras un primer 
ciclo de reproducción en instalaciones paralelas a la de producción, 5) manipular los 
huevos con utensilios secos y bien desinfectados (p inceles, pinzas plásticas, etc.) pero 
nunca con las manos, y desinfectar previamente los sustratos y recipientes utilizados 
para la puesta y eclosión, 6) no compartir utensilios de manejo entre diferentes recintos 
y/o instalaciones, 7) intentar usar ropa de uso exclusivo para estos recintos y, a poder 
ser, desinfectar bien los zapatos antes de entrar en las salas o invernaderos, 8) evitar la 
acumulación prolongada de restos de alimentos y excretas, y limpiar y desinfectar 
frecuentemente los materiales para evitar la diseminación de microorganismos, y 9) 
monitorizar los caracoles y sus puestas frecuentemente para detectar posibles 
anomalías en su comportamiento y posibles signos de  enfermedad y/o mortalidad. En 
este sentido, es muy importante retirar diariamente los caracoles muertos ya que, como 
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se discutirá en este trabajo, pueden ser una fuente de infección de determinados 
patógenos.        
De acuerdo con los datos publicados por Cuéllar y C uéllar (2003), la mortalidad 
observada en los reproductores tras el primer año de mantenimiento en explotaciones 
intensivas puede superar el 70%, a pesar de que su vida útil oscila entre los 4-5 años. En 
la fase de incubación de las puestas las pérdidas o scilan entre 8-12% dependiendo de 
las condiciones del sustrato. En condiciones normal es, la tasa de mortalidad y enanismo 
de los caracoles sometidos a engorde no debe sobrepasar el 15-20%, generándose las 
muertes en los primeros días de vida, lo que supone una pérdida de escaso valor. Por 
tanto, la fase de reproducción en condiciones intensivas, es la etapa de producción más 
crítica y sobre la que se deben extremar los cuidados en lo que se refiere a ciertas 
medidas profilácticas y a la monitorización de posi bles patologías. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. Objetivos 
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Como ha sido comentado anteriormente, el consumo de caracol terrestre en 
nuestro país oscila entre 16.000 y 20.000 toneladas anuales, de las cuales sólo 
aproximadamente un 3% proceden de la cría en cautividad, donde predomina la 
subespecie Helix aspersa aspersa o variedad petit-gris. A pesar de su todavía escasa 
relevancia como actividad agropecuaria, la helicicultura es un sector creciente en un 
nuestro país que constituye una excelente alternativa a la helicicolecta, la cual, si no es 
debidamente regulada y controlada, podría llegar a comprometer la supervivencia local 
de las poblaciones naturales de ciertas especies. Además, el desarrollo de este sector es 
una buena opción para diversificar las actividades y rentas agrarias y mejorar el 
desarrollo sostenible de nuestro medio rural. Finalmente, desde la perspectiva de 
higiene alimentaria, la cría en cautividad de caracoles permite ofrecer al consumidor un 
producto tradicional de nuestra gastronomía, pero incorporando elementos de 
trazabilidad y calidad mediante el uso de sistemas de producción y manejo adecuados, 
como ocurre con otras especies ganaderas, permitiendo así el suministro al consumidor 
de un alimento seguro. Este aspecto ha sido perfectamente recogido en el documento 
“Guías de prácticas correctas de higiene – Helicicultura” editado por el Ministerio de 
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM, 2009). Desde la perspectiva 
veterinaria y alimentaria, por tanto, la monitorización periódica de los parásitos que 
afectan a estos animales de crianza, así como la identificación precisa de las especies 
detectadas y el conocimiento de sus ciclos biológicos, patología, epidemiología y 
carácter zoonótico, son requisitos imprescindibles para diseñar estrategias de control 
destinadas a mejorar la rentabilidad de las explotaciones y a asegurar la calidad e 
inocuidad del producto final.  
 En lo que respecta a Galicia, donde las condiciones climáticas son adecuadas 
para el cultivo de caracoles, no existen cifras oficiales relativas al sector helicícola. La 
escasa información disponible proviene principalmen te de los propios productores, o de 
artículos de prensa destinados a informar sobre el aspecto novedoso y beneficioso de 
esta actividad agropecuaria. En algunos de estos artículos, ya relativamente antiguos, se 
mencionaba la existencia de 13 granjas en nuestro territorio, que convertían a nuestra 
comunidad autónoma en la tercera región española en número de instalaciones de este 
tipo. Los estudios que se exponen en la presente memoria fueron iniciados hace ya 
unos años en respuesta a la demanda del sector helicícola gallego, ante su creciente 
preocupación por la elevada mortalidad registrada durante las fases de reproducción 
intensiva e hibernación forzada, y su profundo desconocimiento sobre los parásitos de 
caracoles. 
Por todo lo expuesto, los objetivos planteados en la presente tesis doctoral 
fueron los siguientes: 
 
1) Identificar especificamente la parasitofauna que afectaba a los caracoles de las 
subespecies Helix aspersa aspersa y Helix aspersa maxima en explotaciones de 
tipo mixto de nuestra Comunidad Autónoma. 
 
2) Estudiar la patología asociada a cada uno de los distintos parásitos encontrados. 
 
3) Determinar la evolución de las distintas infecciones parasitarias a lo largo del 
proceso productivo, con el fin de conocer aspectos claves de su epidemiología. 
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4) Profundizar en el conocimiento de la biología de algunas de las especies parásitas 
encontradas. 
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Artículo: Morphological and molecular characterization of renal ciliates infecting 
farmed snails in Spain (Caracterización morfológica y molecular de los ciliados renales 
que infectan a caracoles de cultivo en España) 
Autores: P. Segade, C.P. Kher, D. H. Lynn, y R. Iglesias 
Referencia: Parasitology (2009), 136: 771-782. 
Indicadores de calidad: JCR IF=2.560; Q2 (puesto 12 de 36 revistas indexadas en la 
categoría Parasitology); citado 8 veces hasta el momento. 
Resumen: Se estudiaron las infecciones renales causadas por ciliados parásitos en 
caracoles adultos de las subespecies Helix aspersa aspersa y Helix aspersa máxima 
procedentes de 2 granjas basadas en un sistema mixto de cría localizadas en Galicia 
(noroeste España). La presencia de estos ciliados fue también examinada en las babosas 
(Deroceras reticulatum) que invaden los invernaderos donde se realiza la primera fase 
de crecimiento y el posterior engorde de estos caracoles. El análisis histológico reveló 
una destrucción severa del epitelio renal en los hospedadores más parasitados. Se 
obtuvieron tres aislamientos, uno de cada especie hospedadora, y se propagaron 
mediante cultivo axénico. Tanto los ciliados procedentes de los cultivos como los 
parásitos obtenidos directamente del hospedador fueron caracterizados morfológica y 
morfométricamente. Además, se estudió también en los tres aislamientos el 
comportamiento de enquistamiento, la existencia de autogamia, y las secuencias de los 
genes que codifican la subunidad 1 de la citocromo-c oxidasa mitocondrial (cox1) y el 
ARN de la subunidad ribosómica pequeña (SSUrRNA). El ciclo de vida polimórfico, que 
incluye las formación de quistes reproductivos y de resistencia, junto con las 
características morfológicas y morfométricas y la confirmación de que existe un proceso 
de autogamia en el interior de los quistes, demuestra que los ciliados pertenecen a la 
especie Tetrahymena rostrata (Kahl, 1926) Corliss, 1952. Considerando ambos 
marcadores genéticos, los 3 aislamientos estudiados forman un clado robusto, que está 
claramente separado de la cepa ATCC
®
-30770
™
, identificada previamente como 
Tetrahymena rostrata. Nosotros proponemos que nuestros aislamientos españoles 
deberían ser considerados como Tetrahymena rostrata, y que el aislamiento de la ATCC 
debería de ser referido como mal identificado ya que no existe ningún estudio citológico 
ni citogenético que soporte su identidad. 
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SUMMARY
Renal infections by parasitic ciliates were studied in adult snails ofHelix aspersa aspersa andHelix aspersa maxima collected
from 2 mixed rearing system-based heliciculture farms located in Galicia (NW Spain). The occurrence of ciliates was also
examined in slugs (Deroceras reticulatum) invading the greenhouses where first growing and fattening of snails is carried
out. Histological examinations revealed a severe destruction of the renal epithelium in heavily infected hosts. Three ciliate
isolates, one from each host species, were obtained and grown in axenic cultures. Cultured and parasitic ciliates were
characterized morphologically andmorphometrically. In addition, the encystment behaviour, the occurrence of autogamy,
and the sequences of the mitochondrial cytochrome-c oxidase subunit 1 (cox1) and the small subunit ribosomal RNA (SSU
rRNA) genes were also studied in the 3 isolates. A polymorphic life cycle involving resting and reproductive cysts, together
with the morphological and morphometrical characteristics and the confirmation that autogamy occurs within cysts,
demonstrate that our ciliates belong to the speciesTetrahymena rostrata (Kahl, 1926) Corliss, 1952. The 3 isolates formed a
well-supported clade using both genetic markers, and were clearly separate from the strain ATCC1 30770TM, which has
been identified as Tetrahymena rostrata. We argue that our Spanish isolates should be regarded as Tetrahymena rostrata,
and that the ATCC isolate should be regarded as a misidentification as neither cytological nor cytogenetical support for its
identity has been presented.
Key words: ciliates, snails, Helix aspersa, snail farming, Tetrahymena rostrata.
INTRODUCTION
Edible snails are a highly prized food in many
European countries, but mainly in France where
consumption reaches 40 000 tonnes/year (Daguzan,
1989;Kiebre-Toe et al. 2003). In Spain, current con-
sumption is estimated to be about 16 000 tonnes/
year showing a clear rising trend (Ministerio de
Medio Ambiente y Medio Rural y Marino, 2008).
However, similar to France and other European
countries, most of the snails consumed are collected
from the wild and only about 3% of the total con-
sumption comes from heliciculture, which is an
emerging zootechnic activity. Two rearing systems
are mainly used in Spanish farms: the extensive sys-
tem, in which snails are reared in outdoor enclosures,
and themixed system, which combines indoor breed-
ing and outdoor fattening (Arre´bola and A´lvarez,
2001). As in other European countries (Lazaridou-
Dimitriadou et al. 1998; Dupont-Nivet et al.
2000), the main species produced in Spain is Helix
aspersa. This species includes the autochthonous
subspecies Helix aspersa aspersa (petit-gris), more
appreciated by Spanish consumers, andHelix aspersa
maxima (gros-gris), a subspecies originating from
Algeria, which exhibits a higher genetic potential for
growth and fertility in indoor and outdoor systems
(Chevallier, 1990). Production of autochthonous
snails, however, is especially problematic since sev-
ere mortalities are often observed during intensive
reproduction in the mixed rearing system. Although
the causes of mortality have not yet been precisely
identified, preliminary studies conducted in our lab-
oratory demonstrated that certain parasite species,
including a renal tetrahymenid ciliate, were more
abundant in reproducers from intensive indoor con-
ditions than in those maintained outdoors under ex-
tensive conditions (unpublished observations).
Numerous parasite species have been detected
in wild and farmedH. aspersa (Morand, 1985, 1986;
Morand and Daguzan, 1986; Morand and Petter,
1986; Cabaret et al. 1988). In particular, nema-
todes belonging to the genera Alloionema, Rhabditis,
Angiostoma, andNemhelix, trematodes, and the mite
Riccardoella limacum are considered potential patho-
gens for farmed snails (Cooper and Knowler, 1991).
Ciliates, by contrast, have been reported only once in
snails from a French farm, but no information on the
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species identity and its microhabitat was provided
by Cabaret et al. (1988). Since Tetrahymena rostrata
has been found to date in the renal organ of 7 species
of slugs and 7 species of non-helicid snails (Van
As and Basson, 2004), and it is considered highly
pathogenic and even lethal to slugs (Brooks, 1968;
Barker, 1993;Wilson et al. 1998), we have conducted
morphological and molecular studies to determine
whether the renal ciliates infecting both H. aspersa
subspecies in Galician farms belong to this patho-
genic species. In addition, we have also characterized
the ciliates parasitizing the kidney of the slug Dero-
ceras reticulatum, which is usually found invading
the greenhouses and outside enclosures where first
growing and fattening of snails are accomplished.
MATERIALS AND METHODS
Collection and dissection of gastropods
A total of 345 Helix aspersa aspersa and 150 Helix
aspersa maxima adults belonging to 8 different
groups were collected between 2004 and 2007 from
2 mixed rearing system-based heliciculture farms
located in Galicia (NW Spain) and examined for the
presence of renal ciliates (Table 1). One farm was
located in Valga (42x42kN, 8x38kW) and the other one
in Serra de Outes (42x54kN, 8x51kW). According to
the persons in charge of both farms, snails belonging
to each group had different origins: those of group 4
were collected from an outdoor enclosure where they
were reared from juveniles produced in the same
farm; the remaining snails, all collected from build-
ings where reproduction is carried out at high
densities and under controlled environmental con-
ditions, were originally obtained from other minor
farmers or collectors. All snails from reproduction
buildings were collected at the beginning of the last
month of the reproduction phase (a 4-month repro-
duction period is used in both farms).
In addition to snails, 47 Deroceras reticulatum col-
lected from greenhouses used for first growing and
fattening of both Helix aspersa subspecies were also
examined (25 slugs were collected from Valga and 22
from Serra de Outes).
Each gastropod was anaesthetized by injection
of a sterile 50 mM MgCl2 solution. The kidney was
resected under aseptic conditions, transferred into
a Petri dish, and bisected. A touch preparation (im-
print) was prepared by touching one cut surface of
the bisected organ to a glass slide. The preparation
was immediately covered with a 22r22 mm cover-
slip and examined as a wet mount under the light
microscope. The total number of ciliates under the
cover-slipped area was used as a measure of parasite
density according to Bush et al. (1997). If ciliates
were present, the renal tissue was used for culturing
and/or staining of parasitic trophonts. In the case of
snails, the surface of the pulmonary plexus facing the
mantle cavity was also scraped with a scalpel blade
onto a glass slide. The preparation thus obtained was
examined as a wet mount for the presence of ciliates.
Axenic culturing of ciliates
The infected renal tissues from the gastropod
hosts were thoroughly washed in autoclaved distil-
led water and then introduced into 25 cm2 tissue-
culture flasks with filter-vented caps (IWAKIBrand,
Asahi Techno Glass, Chiba, Japan) containing 10 ml
of ATCC 357 medium (American Type Culture
Collection, Manassas, VA) supplemented with 1%
(v/v) of an antibiotic-antimycotic suspension (10 000
units/ml penicillin G, 10 mg/ml streptomycin sul-
fate, and 25 mg/ml amphotericin B (Sigma-Aldrich
Chemie, GmbH, Steinheim, Germany)). Primary
cultures were incubated at 18 xC and controlled daily
for bacterial or fungal growth. Axenic cultures were
then maintained by subculturing to 100 ml of fresh
Table 1. Main characteristics of the 8 groups of snails examined and
prevalence (P %) of ciliate infection for each group
Group Subspecies N Farm location System P(%)
1 Helix aspersa
aspersa
88 Valga Intensive1 40.9
2 ‘‘ 78 ‘‘ ‘‘ 1.3
3 ‘‘ 80 ‘‘ ‘‘ 6.2
4 ‘‘ 49 ‘‘ Extensive2 8.1
5 ‘‘ 50 Serra de Outes Intensive 10
6 Helix aspersa
maxima
50 ‘‘ ‘‘ 12
7 ‘‘ 50 ‘‘ ‘‘ 48
8 ‘‘ 50 ‘‘ ‘‘ 42
1 Snails were maintained at high densities and under controlled environmental
conditions in reproduction buildings.
2 Adults were reared from juveniles in an outdoor enclosure.
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antibiotic-free ATCC 357 medium every 14 days
using 250 ml Erlenmeyer flasks.
Three cultures of the Tetrahymena species were
established using 1 isolate from each host species:
TRO1 was collected from a Helix aspersa aspersa
fromValga (isolation date: 14 June 2005); TRO2was
collected from a Helix aspersa maxima from Serra
de Outes (isolation date: 14 September 2007); and
TRO3 was collected from a Deroceras reticulatum
from Serra de Outes (isolation date: 7 September
2007). Although these strains are not clonal, there
was no indication of nucleotide polymorphisms
within each strain in either the mitochondrial cyto-
chrome c oxidase 1 (cox1) or the nuclear small sub-
unit (SSU) rRNA genes (data not shown).
Morphological and morphometrical studies
Ciliates freshly liberated from the renal organ of
gastropods and from axenic cultures were studied
in vivo using a 100r oil immersion objective and
bright-field and phase-contrast microscopy. The
ciliates were also silver impregnated by the Chatton-
Lwoff technique (Foissner, 1991). The nuclear ap-
paratus of trophonts and encysted ciliates was stained
by the Feulgen reaction (Pearse, 1968) and observed
in an Olympus BX41 microscope equipped with an
Olympus U-RFL-T ultraviolet light power supply
unit and a green excitation U-MWG2 mirror unit.
Measurements were taken from silver- and
Feulgen-stained ciliates using a calibrated ocular
micrometer. All determinations reported are based
on the observation of 50 cells. Photographs were ta-
ken using an Olympus DP11 digital camera.
For scanning electron microscopy, ciliates from
axenic cultures were collected by centrifugation at
500 g for 5 min and fixed with 2.5% (v/v) glutar-
aldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2 for
30 min at 4 xC. After 3 washes in the same buffer,
ciliates were post-fixed in 1% (w/v) osmium tetrox-
ide in cacodylate buffer for 15 min at 4 xC, washed
thoroughly, and adhered to poly-L-lysine-coated
cover-slips for 2 h. Cells were chemically dried
with hexamethyldisilazane (Sigma-Aldrich Chemie,
GmbH, Steinheim, Germany). Cover-slips were
then mounted on metal stubs, gold-coated with a
sputter coater, and observed and photographed with
a Philips XL30 scanning electron microscope.
Histological studies
TenH. aspersa aspersa snails with the same origin as
those included in group 1 were dissected and their
renal organs fixed for 24–48 h in 10% (v/v) buffered
formalin and embedded in paraffin following stan-
dard histological procedures. Sections (4–5 mm)
were obtained using a microtome Microm HM-
340E (Microm, Walldorf, Germany) and stained
with haematoxylin-eosin (H&E).
Production of encysting organisms
Encystment was induced in every isolate by using
sterilized lowmineral content water (MondarizTM) as
starvation medium. Trophonts from axenic cultures
at early stationary phase were washed 3 times with
mineral water by centrifugation at 500 g for 5 min.
Ciliate density was adjusted to 2r104/ml and 1 ml of
this suspension was distributed to each well of a non-
treated 24-well culture plate (IWAKI Brand, Asahi
Techno Glass, Chiba, Japan). Ciliates were incu-
bated at 18 xC in the dark, and monitored at days 1,
2, 3, 4, 7, and 9 using an inverted light microscope.
After microscopic observation, the ciliates in each
well were fixed with formalin (final concentration
10% (v/v)) and the encysted and non-encysted cells
were counted in a haemocytometer. Four replicate
wells were counted for each time-point. The per-
centage of encystment for each replicate was deter-
mined by dividing the number of encysted ciliates
by the total number of ciliates (encysted and non-
encysted) multiplied by 100.
To study the process of autogamy, encysted cili-
ates were also stained with Feulgen stain at different
days following starvation.
Molecular genetic analyses
Ciliates were collected from axenic cultures by cen-
trifugation (500 g, 5 min) and fixed in 70% ethanol.
DNA was extracted from ethanol-fixed cells using
theMasterPureTMDNA Purification Kit (Epicentre,
Madison,WI,USA). Two ml of extractedDNAwere
added to tubes containing puReTaq Ready-To-Go
PCR beads (Amersham Biosciences, Baie d’Urfe´,
PQ, Canada) along with 0.5 ml of 25 mM MgCl2,
2.5 ml each of 10 mM forward and reverse primers, and
17.5 ml of dH2O to bring the total reaction volume
to 25 ml. The PCR reaction was performed in
a PerkinElmer GeneAmp 2400 thermal cycler (PE
Applied Biosystems, Mississauga, ON, Canada).
Forward primer CO1-FW (5k-ATGTGAGTT-
GATTTTATAGAGCAGA-3k ; Chantangsi et al.
2007) and reverse primer CO1-2003 (5k-CCTG-
GAATACCATTCATTTTAGC-3k ;C.Chantangsi,
personal communication) were used to amplify the
cox1 gene. Forward primer A (5k-CAACCTGG-
TTGATCCTGCCAGT-3k ; Medlin et al. 1988) and
reverse primers C (5k-TTGGTCCGTGTTTCA-
AGACG-3k ; Jerome and Lynn, 1996) or LSU-R
(5k-CCTCACGGTACTTGTTTGCT-3k ; Stru¨der-
Kypke, personal communication) were used to
amplify the SSUrRNA gene. The PCR products
were purified using the QIAGEN MinElute Gel
Extraction kit (QIAGEN,Mississauga,ON,Canada)
and sequencing was performed in both directions
with a 3730 DNA Analyzer using the BigDye Ter-
minator Version 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). Am-
plification primers were used in the sequencing
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reaction along with one additional forward and re-
verse internal SSUrRNA primer (Elwood et al.
1985).
Electropherograms for the DNA sequences were
trimmed, assembled, and edited using the program
SequencherTM version 3.1 (GeneCodes Corporation,
AnnArbor,MI,USA). The sequences were added to
our existing cox1 and SSUrRNA alignments con-
taining sequences published by Chantangsi et al.
(2007). These alignments were created in MEGA
version 4.0 (Molecular EvolutionaryGenetics Analy-
sis ; Kumar et al. 2004) and were aligned by eye.
Genetic distances for both cox1 and SSUrRNA
sequence datasets were calculated using the Kimura
2-parameter (K2P) model, implemented in the
DNADIST program in PHYLIP version 3.65
(Kimura, 1980; Felsenstein, 2005). The neighbour
joining (NJ) algorithm was then employed to con-
struct a phylogenetic tree based on these distances
with the NEIGHBOR program in the PHYLIP
package (Saitou and Nei, 1987). SEQBOOT was
used to resample 1000 datasets out of the original
dataset by the bootstrapping method and CON-
SENSE in PHYLIP was used to create consensus
trees (Felsenstein, 1985).
RESULTS
Ciliate infections
Parasitic ciliates were found predominantly in the
nephridium of the 3 gastropods (Fig. 1 A and B)
although they were also detected, often with a lower
density, in the pulmonary plexus of snails. In a few
cases, the latter was the only tissue that was found
parasitized. Prevalences were very variable depend-
ing on the group of snails examined, reaching values
higher than 40% in both subspecies but especially in
H. aspersa maxima (Table 1). Maximum densities
were about 6300 ciliates for H. aspersa aspersa and
15700 ciliates for Helix aspersa maxima. Forty-two
H. aspersa aspersa snails belonging to group 1 ex-
hibited swelling of the mantle collar and a marked
inability to retract the body into the shell. Prevalence
(47.6%) and mean density (400) in these snails were
higher than in the other 46 snails belonging to the
same group (34.8% and 118). Mortalities in all
groups excepting group 4 were, in general, high.
Unfortunately, no precise values were provided by
the farmers. Prevalences in Deroceras reticulatum
were markedly different in both farms (Valga, 84%;
Serra de Outes, 4.5%).
Histological examinations revealed the presence of
abundant ciliates embedded in the renal epithelium
of the saccular portion of the kidney (Fig. 1B). Some
ciliates, however, were also visible in the lumen. In
heavily infected hosts, extensive areas of the epi-
thelium were destroyed by the parasites. In a few
cases, a marked inflammatory response was also ob-
served (Fig. 1B).
Morphological description
Ciliates from the 3 hosts exhibited an identical
polymorphic life cycle consisting of 4 stages: tro-
phont, tomont, tomite, and theront (Fig. 1C–O).
Morphological and morphometric characteristics of
the different stages are quite similar in the 3 isolates
(Table 2), and so they are treated together.
Trophonts from the kidney and from axenic cul-
tures are broadly ovoid to pyriform, with a rounded
posterior end and a pointed, occasionally rostrate,
anterior end (Fig. 1C). They ranged in size from
39 to 83 mm in length, with cultured forms being,
in general, more slender and slightly shorter than
parasitic forms (Table 2). The ciliates are highly
plastic, burrowing through host tissues. They swim
slowly, sometimes by rotating around the longi-
tudinal axis. The cytoplasm, especially in the para-
sitic stages, contains densely packed inclusions that
make the ciliates conspicuously opaque in trans-
mitted light.
Parasitic ciliates have 35–55 somatic kineties de-
pending on the host, but the range of kineties
drops to 27–38 after a period as short as 4 days un-
der axenic culture conditions. The somatic kineties
run pole to pole except where truncated by the
oral apparatus, where there are typically 2 postoral
kineties. Anteriorly, they converge upon the apex
forming a preoral suture, which is often ‘rostrate’ in
appearance (Fig. 1D). Incomplete rows, however,
are not infrequent, and some specimens showing
a disorganized ciliature present a considerable num-
ber of interdigitated, incomplete ciliary rows. Intra-
meridional cross-fibrils extending from the primary
meridians are often observed. Weakly stained sec-
ondary meridians were rarely detected in our silver-
impregnated ciliates.
A single motionless caudal cilium, slightly longer
than somatic cilia, while difficult to observe, is more
easily seen in slow swimming trophonts under phase-
contrast microscopy (Fig. 1E). A polar basal body-
complex, composed of either 1 or 2 ‘granules’ and
corresponding to this cilium complex, is visualized in
the centre of the antapical region in most of silver-
stained specimens (Fig. 1F), but it is usually very
difficult to distinguish it from the posterior somatic
kinetids of some kineties.
The oral apparatus is situated near the end of the
first one-fourth or one-third of the body. The buccal
overture is always oval to elliptical, ranging from 6 to
10 mm in length by 3 to 7 mm in width (Table 2). The
buccal organelles are typically ‘tetrahymenal ’ with 3
ciliary membranelles on the left and a single paroral
membrane on the right (Fig. 1G). The anterior or
first membranelle is the largest and the posterior one
is clearly the smallest.
The contractile vacuole is near the posterior end of
the ciliate. Three to five pores (normally 4 in parasitic
forms, and 3 in cultured ciliates) are associated with
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2–4 adjacent kineties between meridians 7 and 13
(Fig. 1H and I). Kineties bearing pores do not reach
the antapical pole.
An ovoid to spherical macronucleus resides at the
mid-body, ranging from 8 to 21 mm in length by 7 to
19 mm in width (Fig. 1J, Table 2). A smaller ovoid to
Fig. 1 (A–O) Morphological characterization of stages in the life cycle of Tetrahymena rostrata isolated from the snail
Helix aspersa aspersa. (A) Five parasitic trophonts swimming between the urate concretions contained in the renal tissue
of the gastropod. (B) Histological section of a heavily infected nephridial sac showing extensive areas of tissue
destruction that are occupied by numerous ciliates (arrows). Note the presence of zones of inflammatory infiltration
(asterisks) (H&E). (C) Formalin-fixed trophont from culture showing the typical ‘rostrate’ anterior end. (D) Preoral
suture onto which most of the somatic kineties converge (Chatton-Lwoff stain). (E) Unfixed trophont bearing the
caudal cilium (arrow) at the antapical pole. The unfixed ciliate is rounded and vacuolized as a result of cover-slip
pressure (phase-contrast microscopy). (F) Antapical region showing the polar basal body complex (arrow)
corresponding to the caudal cilium (Chatton-Lwoff stain). (G) Detail of the oral apparatus showing the 3 ciliary
membranelles and the paroral membrane (Chatton-Lwoff stain). (H) Posterior end of a cultured trophont showing 3
contractile vacuole pores (arrowheads) and the cytoproct (arrow). Four CVP’s are shown in the posterior end of a
parasitic trophont (inset) (Chatton-Lwoff stain). (I) Scanning electron micrograph demonstrating 3 pores of the
contractile vacuole. (J) Nuclear apparatus of the trophont stage. Note the large spheroid macronucleus and the
characteristic ovoid-ellipsoid micronucleus (arrow) lying adjacent to the former (Feulgen stain). (K) Swimming tomont,
soon to separate as 2 tomites. (L) Resting cyst. (M) Scanning electron micrograph of the resting cyst. (N) Reproductive
cyst with 2 tomites inside. (O) Theront stage, which is typically narrower than the trophont. Note the ‘rostrate’
anterior end. All scale bars=10 mm, except (A)=50 mm, (B)=100 mm and (I)=2 mm.
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Table 2. Morphometric characterization of trophonts and cysts of 3 isolates of
Tetrahymena rostrata derived from the gastropods Helix aspersa aspersa, Helix aspersa maxima,
and Deroceras reticulatum
(Body and buccal overture dimensions as well as the number of somatic kineties are given for both parasitic and cultured
ciliates, while nuclear dimensions are only from cultured cells. Cysts used for measuring were obtained between 2 and 4
days after starvation in mineral water. The mean¡S.E. and range (in parentheses) of 50 determinations are given for each
character. All measurement values are in mm.
Character
H. a. aspersa H. a. maxima D. reticulatum
Parasitic Cultured Parasitic Cultured Parasitic Cultured
Body length 54.7¡0.98 58.8¡0.88 67.3¡0.86 52.6¡0.82 57.6¡1.09 50.9¡1.04
(39–69) (45–71) (50–83) (42–64) (43–73) (39–69)
Body width 41.4¡0.61 32.9¡0.52 45.5¡0.53 33.8¡0.61 42.1¡0.77 33.9¡0.55
(33–50) (25–45) (34–53) (24–44) (31–56) (26–41)
Length/width ratio 1.3¡0.02 1.8¡0.03 1.5¡0.02 1.57¡0.02 1.4¡0.03 1.5¡0.04
(0.9–1.6) (1.4–2.5) (1.1–1.9) (1.3–2.0) (1.1–1.9) (1.1–2.2)
Buccal overture length 7.1¡0.34 7.5¡0.11 8.4¡0.08 7.4¡0.11 7.9¡0.18 8.1¡0.11
(6–9) (6–10) (7–9) (6–10) (7–10) (6–10)
Buccal overture width 4.4¡0.2 5¡0.07 5.1¡0.08 4.7¡0.08 4.7¡0.15 4.7¡0.09
(3–5) (4–6) (4–6) (4–6) (4–7) (4–6)
No. kineties 40 29 41 33 44 32
(38–43) (27–32) (35–48) (30–38) (35–55) (29–36)
Micronuclear length — 2.9¡0.14 — 3.1¡0.11 — 3.1¡0.13
(2.2–3.7) (2.2–4.0) (2.2–4.0)
Micronuclear width — 2.0¡0.08 — 2.2¡0.07 — 2.1¡0.07
(1.7–2.5) (1.7–3.5) (1.5–2.5)
Macronuclear length — 16.7¡0.25 — 12.5¡0.29 — 13.9¡0.29
(13–21) (8–17) (10–18)
Macronuclear width — 14.3¡0.27 — 9.6¡0.29 — 11.1¡0.24
(11–19) (7–15) (8–17)
Resting cyst length — 33.4¡0.78 — 31.1¡0.66 — 32.2¡0.75
(27.5–42.5) (25–40) (27.5–40)
Resting cyst width — 32.2¡0.72 — 26.8¡0.48 — 26.8¡0.49
(27.5–40) (22.5–35) (22.5–32.5)
Reproductive cyst length — 36.3¡0.37 — 36.2¡0.52 — 36.4¡0.54
(30–40) (30–40) (30–40)
Reproductive cyst width — 32.8¡0.38 — 32.6¡0.51 — 33¡0.58
(30–40) (30–35) (30–40)
Fig. 2. Encystment kinetics of 3 isolates of Tetrahymena rostrata from Helix aspersa aspersa (square), Helix aspersa
maxima (circle), and Deroceras reticulatum (triangle) under starvation in mineral water. Values are means¡S.E.
of 4 replicates.
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ellipsoidal micronucleus lies adjacent to the macro-
nucleus, sometimes partially embedded in a de-
pression of the latter (Fig. 1J). It ranges in length
from 2.2 to 4.0 mm in length by 1.5 to 3.5 mm inwidth
(Table 2).
Both parasitic and cultured trophonts reproduce
by transverse binary fission while swimming freely
(Fig. 1K). Although resting cysts (Fig. 1 L and M)
are mostly formed upon starvation, a few repro-
ductive cysts containing 2 (Fig. 1N), rarely 3, intra-
cystic tomites are occasionally observed (<1% of
total cysts). No active division was, however, de-
tected inside these cysts. Resting cysts are spherical
to subspherical, ranging from 25 to 42.5 mm in length
by 22.5 to 40 mm in width (Table 2). Reproductive
cysts are chiefly subspherical, ranging from 30 to
40 mm in length by 30 to 40 mm in width (Table 2).
Active theronts (Fig. 1O) emerging from cysts are
more slender than trophonts, almost cylindrical, and
swim extremely rapidly, changing direction con-
tinually.
Encystment and autogamy
Upon starvation, individuals from all 3 isolates en-
cysted with the first encysting individuals appearing
Fig. 3 (A–P) Main nuclear events occurring during autogamy of Tetrahymena rostrata as revealed by Feulgen stain.
(A) Resting cyst showing the micronucleus still adjacent to the macronucleus. (B) Micronucleus in the characteristic
‘crescent’ stage at the prophase of the first pre-zygotic (meiotic) division. Note that the crescent is close to the
macronucleus. (C) Micronuclear chromatin condensing into chromosomes. (D) Two daughter haploid nuclei resulting
from the first meiotic division. (E) Nuclear products entering into the second pre-zygotic (meiotic) division. (F) Four
haploid nuclei resulting from the second meiotic division. (G) Third pre-zygotic (mitotic) division occurring in one of
the meiotic products. (H) Pronuclei (arrows) resulting from the third pre-zygotic division accompanied by the other 3
‘relic’ pycnotic nuclei. (I) Synkaryon (arrow) formed by fusion of the 2 pronuclei. Note that 2 of the 3 nuclear ‘relics’
begin to disappear. (J) Synkaryon undergoing its first post-zygotic mitotic division. A nuclear ‘relic’ has already
disappeared while 1 of the other 2 still visible ‘relic’ nuclei is soon to do so. (K) Four daughter nuclei resulting from
the second post-zygotic mitotic division. No nuclear ‘relics ’ are observed at this time. (L) Two macronuclear anlagen
(arrows) are visible below the original macronucleus. Note that this pair of nuclei is larger and more faintly stained than
the other pair. (M) Two enlarged and diffuse macronuclear anlagen (arrows) accompanied by 2 brightly stained
micronuclei and the pycnotic parental macronucleus. (N) ‘Long-lasting’ cyst resulting from autogamy. Note that the
parental macronucleus has finally disappeared and only 1 micronucleus is present. (O) Spontaneously excysted theront
showing the new micronucleus between the 2 new macronuclei. (P) Reproductive cyst with 2 tomites undergoing
autogamy. Scale bar in (A)=10 mm is the same for all figures.
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within 2 h. By 12 h, about 4% of the ciliates were
encysted and 40% were in various pre-cystic stages.
While the highest encystment response differed only
slightly among the isolates (i.e. 56.6%, 43.8%, and
43.1% for ciliates isolated from H. aspersa maxima,
H. aspersa aspersa, and D. reticulatum, respectively),
it was reached earlier (2 days post-starvation) in cili-
ates from the 2 snail subspecies compared to those
isolated from the slug (4 days post-starvation)
(Fig. 2). Even though starvation conditions were
maintained, spontaneous excystment was almost
complete by day 9 in all 3 isolates (Fig. 2).
Autogamy occurs in resting cysts (Fig. 3A–O), but
also in reproductive cysts (Fig. 3P). The process
observed in our ciliates is similar to that previously
described by Corliss (1965). The first evidence of
Fig. 4. Dendrogram of relationships among Tetrahymena species based on the mitochondrial cytochrome c oxidase
1 gene. Note that the 3 isolates of Tetrahymena rostrata (TRO1, TRO2, TRO3) from Spanish gastropods are almost
identical and very genetically distinct from the ATCC 30770 strain of T. rostrata. The tree was generated using the
Kimura 2-parameter measure of genetic distance and the neighbour-joining algorithm.
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this meiotic process is the appearance of the micro-
nucleus in the ‘crescent’ stage (Fig. 3B), which is
conspicuously different from a mitotic micronucleus
(Fig. 3G). This yields the 2 haploid division products
of Meiosis I (Fig. 3D), which divide mitotically
(Fig. 3E) to yield the 4 products of Meiosis II
(Fig. 3F). One of these products, the gametic nu-
cleus, divides mitotically (Fig. 3G), and the resulting
pronuclei (Fig. 3H) fuse to form the diploid zygotic
nucleus or synkaryon (Fig. 3I). The remaining 3
haploid products, the ‘relic ’ nuclei, are normally
present when synkaryon is formed but they de-
generate and finally disappear (Fig. 3H–K). The
zygotic nucleus divides twice mitotically to produce
4 diploid nuclei (Fig. 3K). Immediately after the
second post-zygotic division, 2 nuclei begin differ-
entiation as 2 new macronuclei (Fig. 3L and M),
while the old parental macronucleus and 1 of the 2
remaining products are degraded (Fig. 3M and N).
At the final stage of the process, each encysted ciliate
bears 2 new macronuclei and the micronucleus
located between them (Fig. 3N). This nuclear
configuration is also present in the theront stage
emerging from the cyst (Fig. 3O). The vegetative
nuclear system composed of 1 macronucleus and 1
micronucleus is restored after a post-excystment
division (data not shown).
Molecular genetic analyses
The 3 strains cluster together on both cox1 (Fig. 4)
and SSU rRNA (data not shown) gene sequences.
There is<0.4% genetic divergence of the cox1 genes
and <0.2% divergence of the SSU rRNA genes
among the three. These isolates are also y14% di-
vergent in cox1 sequence from the ATCC1 30770TM
T. rostrata and y2% divergent from this strain
on the SSU rRNA gene. Moreover, they robustly
cluster at the base of the borealis clade of Tetra-
hymena species, based on the SSU rRNA gene (data
not shown). On the other hand, ATCC1 30770TM
T. rostrata clusters robustly well within the australis
clade, closely adjacent to Tetrahymena canadensis ;
ATCC1 30770TM shows very low divergence based
on the cox1 gene to isolates of T. canadensis (Fig. 4).
DISCUSSION
Tetrahymena rostrata was first described as Para-
glaucoma rostrata by Kahl (1926), who isolated it
from moss in Germany. Later, Corliss (1952a) iso-
lated ciliates with identical characteristics from moss
samples collected in Paris and definitely considered
this species to be a member of the genus Tetra-
hymena. Later studies based on morphology and life-
cycle features demonstrated that ciliates belonging to
this species are widely distributed both as free-living
protists in edaphic habitats (principally in moss, lit-
ter and soil) and as facultative parasites in terrestrial
gastropods and other invertebrates (Stout, 1954;
Kozloff, 1957; Thompson, 1958; Corliss, 1970; Van
As and Basson, 2004). This Tetrahymena species, as
its name suggests, is characterized by a ‘rostrate ’
anterior end, a unique ovoid micronucleus, an in-
conspicuous caudal cilium, a bimodal number of
kineties depending on whether it is in a free-living or
parasitic state, and a polymorphic life cycle with
trophonts, resting and reproductive cysts, tomites,
and theronts (Corliss, 1970, 1973). In addition,
T. rostrata is the only species in the genus that un-
dergoes an autogamic process following encystment
(Corliss, 1952b, 1965; Gutierrez, 1985).
The results of our morphological and morpho-
metrical studies as well as the confirmation that
autogamy occurs within resting cysts demonstrate
that the ciliates isolated from the renal organ of the
Table 3. Comparison of the Spanish strains of Tetrahymena rostrata
with the summary measurements provided for the species by Corliss
(1973)
(All measurements are in mm.)
Character
Spanish strains Corliss (1973)
Parasitic Cultured Parasitic Cultured
Body length 39–83 39–71 20–80 20–80
Body width 31–56 24–45
Bucal overture length 6–10 6–10
Bucal overture width 3–7 4–6
No. kineties 35–55 27–38 36–58 27–37
Micronuclear length 2.2–4 3–3.5
Micronuclear width 1.5–3.5 2–2.3
Macronuclear length 8–21
Macronuclear width 7–19
Resting cyst length 25–42.5 18–20
Resting cyst width 22.5–40 18–20
Reproductive cyst length 30–40 35–40
Reproductive cyst width 30–40 35–40
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snails Helix aspersa aspersa and H. aspersa maxima
and the slugDeroceras reticulatum collected in 2 heli-
ciculture farms of Galicia (NW Spain) belong to the
species Tetrahymena rostrata (Kahl, 1926) Corliss,
1952. Using the summary data provided by Corliss
(1973), our Spanish isolates clearly fall within the
ranges reported for this species (Table 3). In ad-
dition, our molecular genetic data confirm that they
are almost identical based on the cox1 and SSU
rRNA genes, indicating that they can be placed in the
same genetic species. Interestingly, our isolates are
geneticallyy14% divergent based on cox1 gene and
y2% on the SSU rRNA gene from the ‘T. rostrata ’
ATCC1 30770TM strain. Considering that (i) levels
of genetic divergence of these magnitudes on these
two genes have been considered sufficient to dis-
tinguish species of Tetrahymena and establish new
species within this genus (Jerome et al. 1996; Lynn
and Stru¨der-Kypke, 2006; Chantangsi et al. 2007),
and (ii) the life-history and life-cycle characters of
the ATCC1 30770TM strain have not been com-
pletely described but it are apparently not able to
undergo encystment (Chantangsi et al. 2007), we
believe that this commercial strain is not an isolate of
T. rostrata (in order to give a solution to this problem,
one of our isolates is currently in the process of being
submitted to ATCC). Indeed, ATCC1 30770TM is
quite closely related to strains of T. canadensis, and
might probably better be assigned to that species.
Tetrahymena rostrata has been found to date in
the nephridium of 14 gastropod species, includ-
ing Deroceras reticulatum (reviewed by Van As and
Basson, 2004). However, as far as we know, this is the
first report of this species parasitizing helicid snails.
Prevalences under intensive reproduction conditions
reached values close to 50% in both Helix aspersa
subspecies, but especially in H. aspersa maxima. In
the case of H. aspersa aspersa, prevalence only ex-
ceeded 10% in 1 of the 5 groups examined. According
to the information provided by the farmers, the 8
groups of snails analysed in our study came from
different sources. Since the 2 farms included in the
study habitually use breeders coming from different
wild locations or from other small farms that are
dedicated almost exclusively to fattening, it is prob-
able that the variations in the prevalence between
groups are related to their origin. Although the pre-
cise causes determining heavier or lighter infections
in wild snails are difficult to determine, some factors
directly associated with heliciculture practices could
facilitate the propagation of the ciliate under farming
conditions. Thus, the population density and the
hygienic and handling practices used during in-
tensive reproduction could influence the infection
dynamics throughout the reproductive period. In
addition, the use of breeders coming from green-
houses or outdoor pens where invasive slugs (or other
snail species) are abundant may be not advisable
since, as it has been demonstrated in the present
study and as it is reflected in the existing literature
(reviewed by Van As and Basson, 2004), these gas-
tropods can act as reservoirs of T. rostrata.
In spite of T. rostrata being considered an im-
portant pathogen for slugs (Brooks, 1968; Barker,
1993; Wilson et al. 1998), we have not been able to
establish a direct relationship between ciliate in-
fection and the morbimortality observed. The con-
comitant presence of other well-known pathogenic
parasites in most of the snails examined (data not
shown) makes it impossible to draw definitive con-
clusions concerning the precise pathogenic role of
this ciliate in heliciculture. However, some evidence
suggests that T. rostrata may have deleterious ef-
fects on Helix aspersa. First, the prevalence of in-
fection and parasite densities were especially high in
the snails of group 1 exhibiting mantle swelling.
Similar signs have been reported in Deroceras
reticulatum infected experimentally with T. rostrata
(Brooks, 1968). Second, our histological studies re-
vealed that these histophagous ciliates, as previously
described in slugs (Brooks, 1968), cause severe renal
damage in heavily infected snails. Experimental in-
fections using snails reared in a parasite-free en-
vironment are currently underway in our laboratory.
These studies will help to determine how pathogenic
this parasitic ciliate might be to both subspecies of
Helix aspersa.
We wish to express our gratitude to Dr Michaela Stru¨der-
Kypke for assistance with phylogenetic analyses, and to
J. Me´ndez and I. Pazos from C.A.C.T.I. (Centro de Apoio
Cientı´fico e Tecnolo´xico a´ Investigacio´n; Universidade
de Vigo) for technical assistance in SEM studies. This
work was partially supported by grant PGIDIT04RAG
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Resumen: Se describe el ciclo biológico de la especie Brachylaima aspersae n. sp. 
(Trematoda: Brachylaimidae) en granjas de helicicultura basándose en estudios de 
campo y experimentales. Los huevos asimétricos (33,3 µm x 20,2 µm) embrionados 
salen en las heces del hospedador definitivo, el ratón común (Mus musculus), y son 
ingeridos por su único primer hospedador intermediario, el caracol helícido Helix 
aspersa aspersa. Después de su eclosión, el miracidio se transforma en un esporocisto 
muy ramificado que se desarrolla en el tejido conectivo de la glándula digestiva. Las 
cercarias microcaudadas que emergen del primer hospedador intermediario penetran a 
través del uréter en el segundo hospedador intermediario, caracoles de las subespecies 
Helix aspersa aspersa y Helix aspersa maxima, donde se transforman en metacercarias 
no enquistadas en el riñón. Tras la depredación de estos caracoles infectados, las 
metacercarias se convierten en adultos preferencialmente en la porción proximal del 
duodeno del hospedador definitivo. El estricto carácter oioxénico por el primer 
hospedador intermediario, así como la quetotaxia de la cercaria (3 CIV+1 CID, 10 CII, 5 
CIIIV, 14 CIIIL, 2 CIIID, 16 H, 6 SI, 6 SII, 6 SIII, 2 AIL+1 AIV, 1 AIIL, 3 ML, 1 PIL y 3 PIIIL), la pars 
prostatica visible, la apariencia variable de los testículos (de redondeados a irregulares, 
con bordes lisos o ligera a moderadamente lobulados), el tamaño de los huevos, la 
posición del acetábulo (algo posterior al tercio anterior del cuerpo), y el microhábitat 
del adulto en el hospedador definitivo, permiten diferenciar a Brachylaima aspersae de 
otras especies bien conocidas del género. Las infecciones masivas con esporocistos o 
metacercarias de este braquilaimido pueden inducir cambios patológicos importantes 
en los órganos infectados. Nuestros resultados confirman que el control de los roedores 
en las granjas de helicicultura es esencial para minimizar los riesgos sanitarios 
potenciales y la morbimortalidad asociada a esta nueva especie.            
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a b s t r a c t
The life cycle of Brachylaima aspersae n. sp. (Trematoda: Brachylaimidae) in heliciculture
farms is elucidated in light of field and experimental studies. Embryonated asymmetrical
eggs (33.3mm×20.2mm)arepassed in the faeces of thedefinitivehost, thedomesticmouse
(Musmusculus), and are ingested by its unique first intermediate host, the helicid snailHelix
aspersa aspersa. After hatching, the miracidium develops into a highly branched sporocyst
in the connective tissues of the digestive gland. Microcaudate cercariae emerging from this
gastropod migrate up the ureter of the second intermediate host, the snails H. a. aspersa
and H. a. maxima, and develop into non-encysted metacercariae in the kidney. Following
predation of infected snails, the metacercariae develop into adults preferentially in the
proximal portion of the duodenum of the definitive host. The strict oioxenic character for
the first intermediate host, as well as the cercarial chaetotaxy (3 CIV+1 CID, 10 CII, 5 CIIIV,
14 CIIIL, 2 CIIID, 16 H, 6 SI, 6 SII, 6 SIII, 2 AIL +1 AIV, 1 AIIL, 3 ML, 1 PIL and 3 PIIIL), the distinct
pars prostatica, the variable appearance of testes (rounded to irregular, with smooth or
slightly to moderately lobulated margins), the size of eggs, the position of acetabulum
(located somewhat posterior to the anterior third of body), and the microhabitat of the
adult in the final host allow differentiation of B. aspersae from other well-known species
in the genus. Massive infections with sporocysts or metacercariae of this brachylaimid
may induce extensive pathological changes in the organs affected. Our results confirm that
control of rodents in heliciculture farms is essential to minimize the potential health risks
and morbimortality associated with this newly described species.
© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
Heliciculture (snail farming) is an emerging zootech-
nic activity in NW Spain, where its economic viability is
being seriously threatened by severe mortalities occurring
in farmsbasedon intensive (indoor breeding and fattening)
or mixed (indoor breeding and outdoor fattening) pro-
duction systems. Overcrowding associated with intensive
∗ Corresponding author. Tel.: +34 986812394; fax: +34 986812565.
E-mail address: rib@uvigo.es (R. Iglesias).
rearing can affect the activity, growth, reproductive effi-
ciency and survival of Helix aspersa not only in a direct
way, as a consequence of the negative effects of excreta
and mucus (Hezberg, 1965; Cameron and Carter, 1979;
Chevalier, 1979; Dan and Bailey, 1982; Jess and Marks,
1995; Mayoral et al., 2004), but also indirectly by facili-
tating the transmission of certain pathogens. Thus, some
directly transmitted parasites, like the ciliate Tetrahymena
rostrata, the mite Riccardoella limacum and the nematode
Alloionema appendiculatum, which are considered poten-
tially pathogenic to terrestrial gastropods (Cooper and
Knowler, 1991), have been found particularly abundant in
0304-4017/$ – see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.vetpar.2010.10.026
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H.aspersa snails rearedunder intensiveconditions (Morand
and Daguzan, 1986; Cabaret et al., 1988; Graham et al.,
1996; Segade et al., 2009). Identifying snail parasites and
their reservoirs/sources of infection under farming condi-
tions is therefore crucial to reduce the potential adverse
effects of these agents, andminimize the potential risks for
human health derived from the presence of certain para-
sites in edible snails. In this sense, the digenetic trematode
Brachylaima cribbi,which infects H. aspersa and other heli-
cid species in Australia (Butcher andGrove, 2001),has been
found parasitizing humans in that country (Butcher et al.,
1996, 1998).
Previous studies conducted in Spain have reported the
presence of Brachylaima metacercariae in H. aspersa and
other commercial snails, although the specific identity of
these trematodes was not determined (González-Moreno
et al., 1994). Subsequent investigations have described two
species, B.mascomai and B. llobregatensis, that use this snail
as first and/or second intermediate host in the Llobregat
Delta (Catalonia, Spain) (Gracenea and González-Moreno,
2002; González-Moreno and Gracenea, 2006).
In the present work, we describe the life cycle and
the different developmental stages of a new Brachylaima
species infecting H. aspersa snails in heliciculture farms. In
addition, histopathological changes associatedwith its lar-
val stages are described. Finally, some important aspects
concerning the epidemiology of this species under farming
conditions and its importance fromveterinary and sanitary
perspectives are discussed.
2. Materials and methods
2.1. Field studies in heliciculture farms
The subspecies Helix aspersa aspersa (petit-gris) and H.
a. maxima (gros-gris), which are well adapted to farming,
were included in the study. Both snails exhibit a strong
tendency to reproductive isolation and differ morphologi-
cally (e.g. shell size, mantle edge color, and conformation
of the copulatory apparatus) and allozymically (Gomot-de
Vaufleury and Borgo, 2001).
A total of 1105 H. a. aspersa and 805 H. a. maxima
adults belonging to13groupswere collectedbetween2005
and 2007 from 3mixed rearing system-based heliciculture
farms located in Galicia (NW Spain) and examined for the
presence of digenetic trematodes. The farms were located
in Valga (42◦42′N, 8◦38′W), Serra de Outes (42◦54′N,
8◦51′W), and O Rosal (41◦55′N, 8◦47′W). Excepting the
snails in groups 7, 8 and 13, which were from green-
houses, all helicids examinedwere collected frombuildings
where reproduction is carried out at high densities and
under controlled environmental conditions. According to
the persons in charge of the farms at Valga and Serra de
Outes, snails belonging to groups 1 and 6 had been sup-
plied by the farm at O Rosal, while snails in the remaining
groups (2–5 and 9–12) had been purchased from differ-
ent minor producers, whose identity and location were
not released. Each gastropod was anaesthetized by injec-
tion of a sterile 50mM MgCl2 solution and examined
for trematode infection. Organs were isolated, exam-
ined externally, disgregated individually in distilled water,
and the number of parasites released counted under the
stereomicroscope.
Fourteen house mice (Mus musculus) were captured
in the farm at O Rosal, because of the high prevalence
of brachylaimid sporocysts and metacercariae observed
in snails from these facilities. In addition, according to
the producers, the presence of mice was not uncommon
in this farm. Mice were live-trapped with Sherman traps
baited with rolled oats and peanut butter. After sacrifice,
the intestinal tracts were isolated and fragmented in three
segments (anterior,middle andposterior),whichwere lon-
gitudinally opened and examined for the presence of adult
trematodes under the stereomicroscope.
2.2. Life cycle experimental studies
Mature metacercariae from the kidneys of H. a. aspersa
and H. a. maxima were inoculated by intra-oesophageal
tube to C57BL/6J Mus musculus mice (30 metacercariae
per mouse). This inbred strain was selected on the basis
of its high susceptibility to Brachylaima cribbi (Butcher
et al., 2002). After detecting the presence of brachy-
laimid eggs in faeces, mice were sacrificed by cervical
dislocation 21 days postinfection and their complete diges-
tive tracts were examined under the stereomicroscope
in order to detect adult worms. Eggs were obtained by
manual homogenization of gravid trematodes found in
experimentally and naturally infected mice, mixed with
lettuce leaves homogenized in mineral water and fed
to laboratory-reared parasite-free H. a. aspersa and H. a.
maxima snails. Different groups of gastropods were used
for eggs coming from adult worms infecting inbred and
wild mice. Cercariae shedding was monitored periodi-
cally by placing the helicids in a Petri dish containing
a thin layer of mineral water and subsequent examina-
tion under a stereomicroscope. Non-shedding snails were
dissected and examined for the presence of sporocysts.
Once cercariae began to emerge from infected snails, new
laboratory-reared parasite-free snails were infected by 2h
exposure to cercariae in thePetri dishes aswell as cohabita-
tion with cercariae-shedding snails. Mature metacercariae
were removed from the kidney of experimentally infected
snails 28 weeks postinfection and given to C57BL/6J mice
to maintain the parasite’s life cycle.
2.3. Light and scanning electron microscopy studies
Adults, sporocysts, cercariae and metacercariae were
obtained by dissection of naturally and experimentally
infected hosts. All stages, including the eggs, were studied
alive in an Olympus BX41 microscope. Cercariae, metac-
ercariae and adults were also fixed in Bouin’s fluid under
light coverslip pressure and stained with Semichon’s ace-
tocarmine. All measurements were made according to
Mas-Coma et al. (1984) except for the distance between
suckers that was taken between the centres of both sucto-
rial organs to facilitate the comparison of our species with
those described by Gracenea and González-Moreno (2002)
and González-Moreno and Gracenea (2006) in Spain. Cer-
carial chaetotaxy was studied after impregnation with
silver nitrate (Combes et al., 1976). For a better visualiza-
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tion of theH cephalic papillae, some impregnated cercariae
were mounted in apical view in Kaiser’s glycerinated gela-
tine. The nomenclature of argentophilic papillae followed
that described by Bayssade-Dufour (1979). Photographs
were taken using an Olympus DP11 digital camera. All
drawings were prepared with the aid of a camera lucida.
For scanning electron microscopy, cercariae, metacer-
cariae and adults were fixed in 2.5% (v/v) glutaraldehyde in
0.1M cacodylate buffer, pH 7.2 for 2h at 4 ◦C. After three
washes in the same buffer, trematodes were postfixed in
1% (w/v) osmium tetroxide in the same buffer for 30min
at 4 ◦C, washed thoroughly, dehydrated in a grade series of
ethanol and chemically dried with hexamethyldisilazane
(Sigma–Aldrich Chemie, GmbH., Steinheim, Germany).
Specimens were subsequently mounted on metal stubs,
gold coated with a sputter coater, and observed and
photographedwith aPhilipsXL30 scanningelectronmicro-
scope.
2.4. Histopathological studies
The digestive glands and renal organs from some
experimentally infected H. a. aspersa snails were fixed
for 24–48h in 10% buffered formalin and embedded in
paraffin following standard histological procedures. Sec-
tions (4–5mm) were obtained using a microtome Microm
HM-340E (Microm, Walldorf, Germany) and stained with
haematoxylin–eosin.
3. Results
Farmed snails were infected with metacercariae and/or
sporocysts belonging to a new brachylaimid species
(Table 1). The morphology, life cycle and infection param-
eters as well as the pathology associated with the parasite
are detailed below.
3.1. Morphological description of Brachylaima aspersa n.
sp.
3.1.1. Eggs and miracidium (Fig. 1)
Embryonated eggs (in mouse faeces and in the termi-
nal uterus of adult worms) asymmetrically ovoid (one side
slightly flattened), 33.3×20.2 (31–35×18–25)mm in size
(n=50),with smooth light brown shell, a small abopercular
knob, and well-developed miracidium.
3.1.2. Sporocyst (Figs. 2–6)
Earlynonbranched sporocysts (detectedonly in2 cases)
fusiform, with smooth thick tegument and showing slow
movement in fresh preparations (Fig. 2). In heavily infected
snails, highly branched sporocysts appear macroscopically
as large white-yellowish masses occupying a great part of
the digestive gland (Fig. 3). Microscopically, they exhibit
primary and secondary branched tubules containing germ
balls, developing and/or fully mature cercariae depending
on the stage of development (Figs. 4–6). Birth pores (exit
for cercariae) at the terminal tip of the branches (Fig. 6).
3.1.3. Cercaria (Table 2, Figs. 6–13, 18, and 23–25)
The cercarial morphology (Figs. 6, 12, and 18) fol-
lows the general pattern of other brachylaimid cercariae:
microcercous, elongate body lacking stylet, with tegu-
ment covered by discrete conical spines, and with distinct
bulbous pharynx, 2 intestinal caeca extending parallel
to body margins just to the middle-posterior region of
ventral sucker, postacetabular genital primordium, and
stenostomate excretory systemwith main excretory ducts
opening into lateral branches of a Y-shaped excretory
vesicle located at posterior ends. No conspicuous gland
cells are visible at the end of caeca. Oral sucker slightly
larger than acetabulum. Chaetotaxy as follows: (1) cephalic
papillae (Figs. 7–10 and 23–25): 3CIV+1CID pairs, with
the CID pair found deep within mouth, 10CII pairs reg-
ularly distributed in a circle around mouth, 21CIII pairs
(5CIIIV+14CIIIL +2CIIID), and 16 H papillae arranged in
a cluster on anterior end of body; (2) acetabular papillae
(Figs. 11 and 23, 24): 6 SI, arranged evenly around the inner
margin of the sucker, 6 SII, and 6SIII (rarely 5 or 7) usu-
ally disposed as 4 antero-lateral papillae (one pair at each
side) and 2 postero-lateral papillae (SIII circle only slightly
larger than SII); (3) body papillae (Figs. 8, 12 and 23, 24): 2
AIL pairs +1 AIV pair (sometimes only one unpaired papilla
present at one side), 1 AIIL pair, 3 ML pairs, 1 PIL pair and
3 PIIIL pairs; and (4) caudal papillae: always absent. No
chaetotaxic differences were observed between naturally
Table 1
Main characteristics of the 13 groups of snails examined for the presence of brachylaimid parasites, with prevalences (P(%)), mean intensities (I) and/or
range of intensities (RI) of larval stages of B. aspersae n. sp. for each group. Parasitological parameters were used according to Bush et al. (1997).
Group Snail species Farm location n Metacercariae Sporocysts
P (%) I RI P (%)
1 H. a. aspersa Valga 318 79.7 10.3 1–76 12
2 H. a. aspersa Valga 314 16.6 6.3 1–33 2.2
3 H. a. aspersa Valga 50 18 2.8 1–10 4
4 H. a. aspersa Valga 32 96.9 32.1 2–97 0
5 H. a. aspersa Valga 50 10 3.4 1–7 0
6 H. a. aspersa Outes 200 80 12.8 1–57 2.5
7 H. a. aspersa O Rosal 50 96 35.8 1–94 2
8 H. a. aspersa O Rosal 91 59.3 4.3 1–25 1.1
9 H. a. maxima Outes 200 2.5 0.7 1–2 0
10 H. a. maxima Outes 175 9 3.0 1–30 0
11 H. a. maxima Outes 200 8 2.3 1–7 0
12 H. a. maxima Outes 180 7.3 1.1 1–36 0
13 H. a. maxima O Rosal 50 38 4.8 1–23 0
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Figs. 1–17. Micrographs of the different stages in the life cycle of B. aspersae n. sp. (1) Two embryonated eggs containing miracidia in a wet-mount
preparation of faeces obtained from an experimentally infected mouse. Note the small knob at the abopercular end of both eggs. (2) Early unbranched
sporocyst. (3) Digestive gland (dg) of a H. a. aspersa snail showing a large white-yellowish mass (encircled with dotted line) corresponding to a highly
branched cercariogenic sporocyst. (4) Two fragments of themature sporocyst showed in Fig. 3. (5) Three tubules of a non-cercariogenic sporocyst containing
several germ balls. (6) Detail of a mature sporocyst, with a microcercous cercaria emerging through the birth pore (arrow). (7) Ventral view of the anterior
end of a silver-impregnated cercaria showing some of the CI and CII papillae as well as the 5 CIIIV papillae at each side of the worm. (8) Lateral view of the
anterior end of a silver-impregnated cercaria showingmost of the CII and all the CIII papillae (5 CIIIV+14 CIIIL +2 CIIID). (9) Dorsal view of the anterior end of a
silver-impregnated cercariawith the two pairs of CIIIDpapillae. (10) Apical viewof the anterior end of a silver-impregnated cercariawith theHpapillae. (11)
Detail of the acetabular region of a silver-impregnated cercaria with the 3 circles (SI , SII and SIII) of acetabular papillae. (12) SEM micrograph of a cercaria.
Note that most of the cephalic, acetabular and body papillae are of elongate-type. (13) SEM micrograph of the oral sucker showing the 3 types of papillae
(c: crater-like; d: dome-shaped; e: elongate) detected on the tegument of the cercarial stage. (14) Developing metacercariae in a wet-mount preparation
of the kidney. Note that caeca contain numerous urate concretions from ingested renal epithelium. (15) Mature metacercariae stained with Semichon’s
acetocarmine. (16) Adult worm obtained from an experimentally infected mouse and stained with Semichon’s acetocarmine. (17) Detail of the terminal
male apparatus with the pars prostatica (pp) joiningwith the thick-walled bursa (b) (sv: seminal vesicle). All scale bars=20mm, except Figs. 2 and 3, 50mm,
Figs. 5 and 6, 100mm, Fig. 13, 1mm, Figs. 14–16, 200mm, and Fig. 4, 500mm.
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Figs. 18–22. Schematic drawings of the different stages of B. aspersae n. sp. (18) Cercaria. (19)Metacercaria. (20) Adult. (21) Detail of themale reproductive
system and the terminal region of the uterus (B: bursa; CP: cirrus pouch; GP: genital pore; M: metraterm; PP: pars prostatica; SV: seminal vesicle; T:
anterior testis; U: uterus). (22) Detail of the female reproductive system (O: ootype; OV: ovary; SR: seminal receptacle; T: testis; U: uterus; VR: vitelline
reservoir). All scale bars 50mm, except Fig. 19, 100mm and Fig. 20, 200mm.
andexperimentallyobtainedcercariae. Three typesof tegu-
mentarypapillae arediscernedbySEM(Figs. 12 and13): (a)
elongate papillae with bi- or multicuspid tip (predominant
among cephalic, acetabular, and especially body papillae);
(b) crater-shaped papillae, with a raised rim surrounding a
pore (occurring in low number among CIIIV, CIIIL, and prob-
ably H papillae); and (c) dome-shaped papillae (present in
low number around both suckers).
3.1.4. Metacercaria (Table 2, Figs. 14, 15 and 19)
Once in the kidney, the cercariae develop into non-
encysted metacercariae. This process comprises the loss
of the microcercous tail, a gradual increase in body size
which is accompanied by expansion of intestinal caeca,
and incomplete sexual maturation. In actively feeding
metacercariae, the caeca are partially or totally filled with
host-derived urate concretions (Fig. 14). Infective metac-
ercariae (Figs. 15 and 19) leaf-shaped, with fine spines
covering the tegument between anterior end and the mid-
dle level between posterior margin of acetabulum and
genital pore. Oral sucker generally slightly larger than pre-
equatorial acetabulum. Digestive system as in cercaria, but
with longer and undulating caeca, almost reaching poste-
rior end of worm. Non-functional genital apparatus almost
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Table 2
Measurements (in mm) of cercariae, metacercariae, and adults of B. aspersae n. sp. from natural and experimental hosts. Values are means± SD, with ranges in parentheses.
Cercariae ex H. a. aspersa
n=50
Metacercariae ex H. a.
aspersa
n=50
Adults exM. musculus exp.
inf.
n=36
Adults exM. musculus nat.
inf.
n=2a
Body length 263.3±17
(227.5–297.5)
643.7±89.5
(494.9–882)
2091.7±297.1
(1421–2665.6)
1422.6±224.0 (1264–1581)
Body width 98.1±5.6
(85–112.5)
385.0±55.7
(112.5–470.4)
709.5±67.8
(519.4–833)
588±0.0
(588–588)
Body length/width – – 3±0.5
(2–4.2)
2.4±0.4
(2.2–2.7)
Oral sucker (OS)
maximum diameter
63.7±3.3
(52.5–70)
155.5±10.6
(130–180)
248.2±17
(200–275.5)
173.8±65.4
(127.5–220)
Oral sucker (OS)
perpendicular diameter
59.8±2.9
(52.5–65)
150.3±11.8
(125–172.5)
222.2±20.1
(167.5–255)
149±118.1
(65.5–232.5)
Ventral sucker (VS)
maximum diameter
59±3
(52.5–67.5)
140.2±11.2
(112.5–162.5)
258.1±17.3
(215–297.5)
208.8±5.3
(205–212.5)
Ventral sucker (VS)
perpendicular diameter
55.5±2.9
(47.5–61.3)
125.8±13.8
(102.5–157.5)
242.6±18.3
(187.5–270)
225±31.8
(202.5–247.5)
Area OS/VS – – 0.9±0.1
(0.7–1)
0.6±0.6
(0.2–1.0)
Pharynx length 28.1±1.6
(25–30)
95.6±8.5
(80–112.5)
172.2±13.2
(137.5–195)
208.8±37.1
(182.5–235)
Pharynx width 27.4±1.7
(25–30)
133.8±10.2
(115–157.5)
171.3±47.7
(137.5–205)
OS-VS 63.3±8.8
(45–87.5)
99.8±33.5
(30–190)
646.5±111.7
(372.4–823.2)
529.1±18.2
(516.3–542)
VS-Genital primordium 18.2±6.6
(5–30)
– – –
VS-anterior testis – 86.1±33.3
(37.5–172.5)
540.5±121.4
(313.6–813.4)
343a
Body length/distance
between centers of
suckers
– – 3.3±0.4
(2.3–4.5)
2.7±0.3
(2.5–2.9)
Genital primordium
maximum diameter
35.4±3.7
(27.5–42.5)
– – –
Genital primordium
perpendicular diameter
19.2±3.2
(12.5–25)
– – –
Anterior testis
maximum diameter
– 61.3±10.6
(37.5–82.5)
261.6±38.2
(157.5–350)
240a
Anterior testis
perpendicular diameter
– 43.8±8.5
(30–65)
189±38.7
(125–262.5)
155a
Posterior testis
maximum diameter
– 71.1±12.7
(47.5–100)
273.6±40
(195–355)
190a
Posterior testis
perpendicular diameter
– 43.7±9.4
(27.5–68.7)
216.5±37.6
(145–285)
235a
Ovary maximum
diameter
– 57.5±10.6
(42.5–85)
173.9±28.6
(120–267.5)
102.5±0.0
(102.5–102.5)
Ovary perpendicular
diameter
– 40.3±7.1
(30–60)
132.3±22.1
(87.5–187.5)
76.3±5.3
(72.5–80)
Egg length – – 33.3±1.1
(31–35)
ND
Egg width – – 20.2±2
(18–25)
ND
ND: not determined.
a Measuring of testes in one of the adult specimens collected from naturally infected mice was impossible due to poor staining.
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Figs. 23–25. Schematic drawings of the characteristic cercarial chaetotaxy of B. aspersae n. sp. (23) Ventral view. (24) Lateral view. (25) Dorsal view. CI , CII ,
CIII and H are cephalic papillae, SI , SII and SIII are acetabular papillae, AI , AII , AIII , M, PI , PII , PIII are body papillae, and U correspond to caudal papillae region.
Scale bar=50mm.
completely developed, with testes and ovary in tandem
in posterior third of body. Testes, rounded to irregular in
shape, with smooth to slightly lobulated margins, some-
what larger than theovary, generally rounded,with smooth
margins and located between testes. Genital pore opens
ventrally in the midline of the body, slightly before or at
the level of anterior margin of first testis. Uterus intracae-
cal reaching anteriorly almost the intestinal bifurcation.
Vitelline follicles extracaecal extending anteriorly along
the lateral margins of the body from the anterior-middle
level of the first testis to almost the anterior margin of the
ventral sucker. Terminal organs of male reproductive sys-
tem difficult to distinguish and surrounded by numerous
cells.
3.1.5. Adult worms (Table 2, Figs. 16, 17 and 20–22)
Morphology of adults agrees with the general pattern
of the genus Brachylaima (Pojman´ska, 2002a). Species-
specific characteristics are as follows. Body elongate with
fine tegument spinulationextending fromanterior extrem-
ity to about middle level between posterior margin of
acetabulum and genital pore. Oral sucker subterminal.
Acetabulum generally slightly larger than oral sucker and
located somewhat posterior to anterior third of body.
Intestinal caeca extends parallel to lateral margins to pos-
terior end of the worm forming undulations and enlarging
close to distal end. Gonads in tandem in posterior quar-
ter of the body with intertesticular ovary usually displaced
slightly to side (Figs. 16 and20). Testes rounded to irregular
in shape, with smooth or slightly to moderately lobulated
margins, about 1.3–1.5 times larger than ovary, and the
posterior slightly larger than the anterior one. Each testis
has a short vas efferens that connects anteriorly with the
other to form a vas deferens continuing forwardly into a
long and convoluted external seminal vesicle filled with
sperm. Seminal vesicle leads to a distinct pars prostat-
ica, surrounded by numerous gland-cells, that joins with
a short thick-walled bursa, sometimes containing sperm,
that narrows distally prior to opening into a globular thick-
walled cirrus pouch containing a relatively short unarmed
cirrus (Figs. 17 and 21). Pars prostatica, bursa and cirrus
pouch similar in length. The two latter, especially the cirrus
pouch, surroundedbynumerous cellswhich seemdifferent
to prostatic gland-cells. Genital pore, medial or submedial,
opens ventrally in posterior third of body, slightly before
or at the level of anterior margin of first testis (Fig. 20).
Extracaecal vitelline folicles parallel to caeca extending
from the anterior margin of acetabulum or slightly pos-
terior to it to middle level of first testis (Fig. 20). Vitelline
ducts arising from vitelline folicles run posteriorly to join
forming a vitelline reservoir located medially or subme-
dially between the ovary and the second testis. Ovary
generally rounded with smooth margins (rarely irregular
in shape with slightly lobulatedmargins) (Fig. 22). Oviduct
joins with duct arising from seminal receptacle (located
beside the ovary) before converging with main vitelline
duct coming from vitelline reservoir. Beyond this junction,
oviduct expands slightly to form the ootype which is sur-
rounded by Mehlis’ glands and connects with the uterus.
Intracaecal uterus, filledwith eggs and terminating atmus-
cular metraterm before opening at genital pore, extends
anteriorly reaching or overlapping (rarely exceeding) the
intestinal bifurcation. Laurer’s canal arises dorsally from
seminal receptacle finally opening onto dorsal surface of
theworm. Y-shaped excretory vesicle located intracaecally
at posterior end of the body. Excretory pore terminal.
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3.2. Life cycle
Our field and experimental results demonstrate that
the mouse, M. musculus, serves as definitive host. Preva-
lences in naturally and experimentally infected mice were
14.3% (2/14) and 64.1% (52/81), respectively. Adult worms
inhabit exclusively the duodenum, showing preference for
the region immediately after the pylorus. The caeca of
digeneans contains host blood. Embryonated eggs were
detected in mouse faeces 21 days postinfection. H. a.
aspersa snails, which serve as first intermediate hosts,
are infected by ingesting the embryonated eggs. Once
ingested, the miracidium hatches and develops into a
highly branched sporocyst in the connective tissue of the
digestive gland. In massive or long-term infections this
organ can be almost totally invaded by the sporocyst net-
work, which can also infiltrate the pulmonary, renal and
even gonadal tissues. Overall prevalence of sporocysts in
the 8 groups of petit-gris examined was 4.9%, ranging
from 0 to 11.9% (Table 1). The prevalence in experimen-
tally infected H. a. aspersa snails was much higher (57%).
No sporocysts were detected in naturally or experimen-
tally infectedH. a. maxima snails, confirming the extremely
high host specificity of this brachylaimid species. Emerging
of cercariae in experimentally infected gastropods started
50–60 days postinfection. Cercariae enter the kidney of the
second intermediate host via the ureter. Once in the renal
sac, they feed on the renal epithelium, to develop into non-
encysted fully mature metacercariae in 3–6 months. No
other organs such as pedal glands or pericardium were
found infected. Both H. a. aspersa and H. a. maxima serve
as second intermediate host in heliciculture farms. Since
the former subspecies can also act as first intermediate
host, petit-gris snails can be infected simultaneously with
sporocysts and metacercariae. However, autoinfection is
not possible since cercariae are unable to infect the snail
from which they are emerging. The life cycle is completed
whenanappropriatedefinitivehost feedson infected snails
and thematuremetacercariae are liberated in the digestive
tract.
3.3. Taxonomic summary
Type host: Mus musculus Linnaeus, 1758 (Rodentia:
Muridae) as natural and experimental definitive host.
Site of infection: duodenum, with preference for the
region immediately posterior to the pylorus.
First intermediate host: Helix aspersa aspersa Müller,
1774 (Gastropoda: Helicidae) as natural and experimental
host.
Second intermediate hosts: Helix aspersa aspersa Müller,
1774 and Helix aspersa maxima Taylor, 1883 (Gastropoda:
Helicidae) as natural and experimental hosts.
Locality: Galicia, north western Spain.
Type material: all specimens are deposited in the Inver-
tebrate Collection ofMuseo Nacional de Ciencias Naturales
(MNCN, Madrid, Spain). Sporocysts exH. a. aspersa, experi-
mental infection (MNCN4.02/43); cercariae exH. a. aspersa,
experimental infection (MNCN 4.02/42); metacercariae ex
H. a. aspersa, natural infection (MNCN 4.02/41); adult holo-
type (MNCN 4.02/38) and paratypes (MNCN 4.02/39) exM.
musculus C57BL/6J, experimental infection; adult paratype
exM. musculus, natural infection (MNCN 4.02/40).
Etymology: the specific name is derived from the sub-
specific epithet of its unique first intermediate host, the
snail H. a. aspersa.
3.4. Histopathological findings
In heavily infected H. a. aspersa snails a great part of
the digestive gland was extensively replaced by highly
branched sporocysts, with loss of the normal tissue archi-
tecture in the areas directly affected by the parasite
(Figs. 26 and 27), and a reduction in the lumen of adja-
cent tubules resulting from the compressive effect of
the larval stage. In some individuals, severe diffuse or
focal granuloma-like encapsulating lesions with abundant
amoebocyteswereobserved surrounding intact orpartially
disintegrated structures of the parasite (Figs. 28 and 29).
No encapsulating responses were observed in the kid-
ney, although this organ was only occasionally infected
by sporocysts (Fig. 30). Regarding the metacercarial stage,
extensive necrotic changes were observed in the renal
epithelium of hosts which were infected by numerous
actively feeding parasites (Fig. 31).
4. Discussion
The parasite described in the present work belongs to
the large genus Brachylaima Dujardin, 1843, which com-
prises numerous species that complete their life cycles in
mammals and birds throughout the world (Ubelaker and
Dailey, 1966; Yamaguti, 1971). This is, however, a very
problematic and confused genus that includesmanypoorly
known species, for which the description of the adult stage
is the only information available (Yamaguti, 1971). Unfor-
tunately, identifying new Brachylaima species only on the
basis of the morphoanatomical and morphometric char-
acteristics of the adult stage may not provide enough
information to distinguish all combinations of species,
since (1) the sympatry of two or more hardly distinguish-
able species is not uncommon (Mas-Coma and Montoliu,
1986) and (2) considerable allometric variation associated
with adult growth and maturation has been demonstrated
in certain species (Cribb, 1990, 1992). Faced with these
difficulties, most authors currently agree that establishing
new Brachylaima species should be supported not only by a
detailed description of all developmental stages, including
the cercarial chaetotaxy, but also by additional informa-
tion concerning the life cycle, host specificities, site(s) of
infection, and geographical distribution of the digenean
(Mas-Coma andMontoliu, 1986; Butcher and Grove, 2001;
Gracenea and González-Moreno, 2002; González-Moreno
and Gracenea, 2006). The range of final hosts is, however,
another problematic aspect not only because current regu-
lationsmake it difficult to conduct experimental infections
with a broad range of parasite-freemammals and birds, but
also because the capture of naturally infected hosts should
be minimized to avoid negative effects on biodiversity.
In spite of the numerous Brachylaima species related
in the literature, only four have been described in depth
to date, including information about their life cycle, host
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Figs. 26–31. Histopathological changes in H. a. aspersa after infection with larval stages of B. aspersae n. sp. (26) Histological section showing the normal
tissue architecture of the digestive gland. (27) Section of a massively sporocyst-infected hepatopancreas in which the normal tissue has been replaced
by numerous sporocyst tubules containing cercariae at different stages of development. (28) Section exhibiting a marked granuloma-like encapsulating
reaction surrounding several sporocyst tubules in the digestive gland. (29) Detail of Fig. 28, showing an intact (upper position) and a partially reabsorbed
(lower position) sporocyst tubule. Note that sporocyst wall (arrow) is yet intact in the former, while being absent in the latter (only cercariae remain
unaffected). (30) Section of a heavily sporocyst-infected snail showing larval structures invading the connective tissue of the kidney. (31) Extensive
necrotic changes in the renal epithelium associated with the presence of abundant metacercariae. Note the presence of entering cercariae (arrows) in the
lumen of the ureter. All scale bars =200mm, except Fig. 29, 100mm. All sections were stained with haematoxylin–eosin.
specificity and cercarial chaetotaxy (see Table 3). Three of
them, B. ruminae, B. mascomai and B. llobregatensis, have
been described in Spain, all parasitizing rodents and, in
the case of B. llobregatensis, also soricids (Mas-Coma and
Montoliu, 1986; Gracenea and González-Moreno, 2002;
González-Moreno andGracenea, 2006). The fourth species,
B. cribbi, reported in Australia, seems able to finish the life
cycle in rodents, birds, humans, and even lizards, show-
ing a marked euryxenic character (Butcher and Grove,
2001; Butcher, 2003). B. aspersae,which is described for the
first time in this work, differs from these brachylaimids in
various important aspects, including the cercarial chaeto-
taxy, which is considered a very important taxonomic tool
for discriminating species within brachylaimids and other
groups of digeneans (Richard, 1971; Bayssade-Dufour,
1979; Kock and Böckeler, 1998). Thus, the chaetotaxial pat-
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tern of B. ruminae includes 22CIII, 18 H, 1 PIIL, 4 PIIIL, and
3–4 SIII, among other papillae (Mas-Coma and Montoliu,
1986). This pattern contrasts with the 21 CIII, 16 H, 0 PIIL,
3 PIIIL, and 6 SIII papillae detected in B. aspersae. In addi-
tion, B. ruminae exhibits a strict specificity for the subulinid
snail Rumina decollata as first intermediate host, its testes
are oval and with smooth margins, its eggs are smaller
(27.2–29.5mm×15.5–16mm), and its acetabulum is more
anterior (the body length/distance between the centres of
suckers ratio is about 4.5) (Mas-Coma andMontoliu, 1986).
Similarly, the species B. mascomai, described by Gracenea
and González-Moreno (2002), differs by having 13–15CIII,
1AIL and 1AIIIL, 1 PIIL, 4 PIIIL, 8–10 SII, and 4–5 SIII cercarial
papillae, smaller eggs (25.4mm×12.7mm), more anterior
acetabulum (the body length/distance between the cen-
tres of suckers ratio is about 5.6), and non-lobulated oval
testes, and by its unique first intermediate host, the helicid
Pseudotachea splendida. B. llobregatensis, like our species,
exhibits a strict specificity for H. aspersa as first inter-
mediate host. Nevertheless, no information was given by
González-Moreno and Gracenea (2006) about which sub-
species, H. a. aspersa or H. a. maxima, was found infected
in their study. In any case, B. llobregatensis can be differ-
entiated from B. aspersae by its cercarial chaetotaxy (5–6
CI, 8–9 CII, 12–14 CIII, 1AIL, 1AIIIL, and 7–8 SIII papillae),
the non-lobulated oval testes, and the adult microhabitat
which seems clearly restricted to themiddle portion of the
intestine (González-Moreno and Gracenea, 2006).
Although B. cribbi has been only reported to date in
Australia, Cribb (1990) and Butcher and Grove (2001) have
suggested a possible European origin for this species. How-
ever, the cercarial chaetotaxy (especially 5CI, 11CII, 19CIII,
1 PIIL, 1PIIID,12–14SII and0SIII papillae), thebroad rangeof
first intermediate hosts, represented by the helicid species
Theba pisana, Cernuella virgata, Cochlicella barbara and C.
acuta, the slightly smaller eggs (29.1mm×16.6mm), the
presence of vitelline folicles never exceeding the poste-
rior margin of the acetabulum, the slenderness of the adult
stage (length/width ratio =7.4), the more anterior posi-
tion of the acetabulum (the body length/distance between
the centres of suckers ratio is about 5), and, finally, the
non-lobulated oval testes, allow this species to be easily
distinguished from B. aspersae (Butcher and Grove, 2001;
Butcher, 2003).
In addition to these considerations, it must be under-
lined that the male reproductive system of B. aspersae is
characterized by the presence of a distinct pars prostatica.
From the taxonomical point of view, the presence/absence
of this organ in digeneans belonging to the genus Brachy-
laima is controversial. Thus, its presence is mentioned (as
“prostatic complex”) in the generic description given by
Yamaguti (1971), but it is undetectable in all members of
the family Brachylaimidae according to the taxonomic key
given by Pojman´ska (2002b). This confused situation is also
found in the descriptions of the fourth species cited above.
While no prostatic complex is described for B. ruminae, B.
mascomai, and B. llobregatensis (Mas-Coma and Montoliu,
1986; Gracenea and González-Moreno, 2002; González-
Moreno and Gracenea, 2006),’a short’ pars prostatica is
mentioned in the description given by Butcher and Grove
(2001) for B. cribbi. In light of these comments, this aspect
should be taken into consideration when new taxonomic
keys concerning brachylaimid digeneans are developed.
As commented above, the comparison of B. aspersae
with poorly described Brachylaima species reported in
Europe and North Africa is extremely difficult and prob-
ably unreliable. In spite of this, some of these digeneans
exhibit certain characteristics that allow differentiation
from the present species. Thus, the acetabulum of B.
simoni, which was originally reported infecting the sori-
cid Crocidura russula in Ibiza (Balearic Islands, Spain), is
twice larger than the oral sucker (Feliu et al., 1986). In
addition, its testes are subspheric to oval with smooth
margins, and its eggs are smaller than those of B. asper-
sae (26–27.5mm×14.5–16mm). B. recurvum, for which
B. mesostomum and B. columbae have been postulated as
synonyms (Macchioni, 1970), seems to be able to use sev-
eral gastropod snails as first intermediate hosts (Yamaguti,
1971). In addition,metacercariae of this species are not free
in the kidney of second intermediate hosts, but encysted
in the pedal glands (Timon-David, 1954, 1959), and the
acetabulum is clearly more anterior than in B. aspersae
(the body length/distance between the centres of suck-
ers ratio is about 8; Joyeux and Foley, 1930). B. fuscatum,
which is probably synonym of the questioned species B.
nicolli (Dollfus, 1954; Macchioni, 1970), has been found
in the large intestine of birds, but never in experimen-
tally and naturally infected mammals (Macchioni, 1968;
Joyeux et al., 1934; Timon-David, 1965). Furthermore,
sporocysts of this brachylaimid develop in the helicid
snail T. pisana (=Helix (Euparypha) pisana) (Joyeux et al.,
1934). The microhabitat of B. fulvus and B. oesophagei is
restricted to the oesophagus and stomach of soricids, while
the uterus of these species does not reach the anterior
margin of the acetabulum (Pojman´ska, 1961; Lewis, 1969;
Jourdane, 1971; Ubelaker and Dailey, 1966). Sporocysts
of B. erinacei, for which B. caudatum is considered a syn-
onym (Yamaguti, 1971), are able to develop in several
snails belonging to the genera Helicella (=Xerophila), Helix,
Arion and Succinea, while adults of this species lacks a
spinous tegument and can measure up to 7mm in length
(Simón-Vicente, 1955a,b; Yamaguti, 1971; Butcher and
Grove, 2001). Finally, according to Balozet (1937a,b), B. suis
uses Xerophila snails as first intermediate hosts while the
preferred microhabitats for metacercariae and adults are
the pedal glands and the large intestine, respectively. The
results obtained by this author have beenquestioned, how-
ever, by Mas-Coma and Montoliu (1986).
Since no other hosts apart from the mouse M. mus-
culus and the snails H. a. aspersa and H. a. maxima were
included in this study, we cannot exclude the possibility
that other mammals, birds and terrestrial gastropods may
also serve as final and second intermediate hosts for B.
aspersae. In fact, this situation probably occurs since the
four Brachylaima species for which the entire life cycle
has been well documented are able to infect more than
one definitive or second intermediate host (Mas-Coma and
Montoliu, 1986; Butcher and Grove, 2001; Gracenea and
González-Moreno, 2002; Butcher, 2003; González-Moreno
andGracenea, 2006). Contrarily, a strict oioxenic specificity
for the first intermediate host is typically observed in these
digeneans, except forB. cribbiwhichhas been reportedpar-
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Table 3
Main characteristics of the five Brachylaima species described in depth to date.
B. ruminae B. cribbi B. mascomai B. llobregatensis B. aspersae
Adult size 2947mm×560mm
(2407–3681×517–656)a
5004mm×678mm
(3800–6010×520–790)
3494mm×444mm
(2902–4968×378–553)
2309×668mm
(2079–2726×560–725)a
2092×709mm
(1421–2666×519–833)f
Adult length/width ratio 5.3b 7.4 (5.4–9.8) 7.9 (6.1–9.1) 3.3 (2.1–4.1)a 3 (2–4.2)f
Body length/distance
between centres of suckers
ratio
∼4.5c ∼5c 5.6 (5.2–6.5) 3.1 (2.9–4.4)a 3.3 (2.3–4.5)f
Pars prostatica Absent Present Absent Absent Present
Testes Oval, non-lobulated Oval, non-lobulated Oval, non-lobulated Oval, non-lobulated Rounded to irregular,
smooth to moderately
lobulated
Egg size 28.2×15.7mm
(25–32.5×14.5–16.5)a
29.1×16.6mm
(26–32×16–17.5)
25.4×12.7mm
(23–27.5×12.5–16)
30.0×18.2mm
(29.3–32.5×17.6–18.8)
33.3×20.2mm
(31–35×18–25)
Cercarial chaetotaxy 4CI , 10CII , 22CIII
18 H
1–2 AIL, 1–2 AIIL, 1 AIIIL
3 ML
0–1 PIL, 1 PIIL, 4 PIIIL
6 SI , 6 SII , 3–4 SIII
5CI , 11CII , 19CIII
15 H
2 AIL, 1 AIIL, 0 AIIIL
3 ML
1 PIL, 1PIIL, 1–2 PIIIV, 2 PIIIL,
1PIIID
6 SI , 12–14 SII , 0 SIII
4CI , 9–10CII , 13–15CIII
16 H
1 AIL, 1 AIIL, 1 AIIIL
3 ML
1 PIL, 1 PIIL, 4 PIIIL
6 SI , 8–10 SII , 4–5 SIII
5–6CI , 8–9CII , 12–14CIII
16 H
1 AIL, 1 AIIL, 1 AIIIL
3 ML
1 PIL, 0 PIIL, 2–3 PIIIL
6 SI , 5–6 SII , 7–8 SIII
4CI , 10CII , 21CIII
16 H
2 AIL + 1 AIV, 1 AII L, 0 AIIIL
3 ML
1 PIL, 0 PIIL, 3 PIIIL
6 SI , 6 SII , 6 SIII
First intermediate hosts
(site of infection)
R. decollatad,e
(digestive gland)
T. pisanad,e , C. virgatad,e ,
C. barbarad,e , C. acutad,e
(digestive gland)
P. splendidad,e
(digestive gland)
H. aspersad,e
(digestive gland)
Helix a. aspersad,e
(digestive gland)
Second intermediate hosts
(site/s of infection)
R. decollatae , O. punctatae ,
E. vermiculatae , T. pisanae
(kidney, pedal glands)
C. virgatad,e , H. aspersad,e
C. barbarad , C. acutad ,
M. armillatad , S. gawlerid ,
S. australisd , T. pisanad
(kidney)
O. punctatad , T. pisanad ,
P. splendidad , H. aspersad,e
(kidney)
H. aspersad,e , O. punctatad,e ,
T. pisanae
(kidney)
H. a. aspersad,e , H. a.
maximad,e
(kidney)
Definitive hosts
(site of infection)
M. musculuse , R. rattuse , E.
q. ophiusaee
(duodenum)
Humansd ,Mus musculusd,e ,
Ovis sp.d , F. catusd , R.
norvegicuse , C. mellorid , T.
merulad , S. vulgarisd , D.
novaehollandiaed , G.
gallusd , C. liviad , T. rugosad
(small intestine)
R. rattusd , R. novergicusd,e ,
M. musculuse ,M. spretuse ,
A. sylvaticuse ,M.
unguiculatuse
(duodenum)
C. russulad ,M. spretusd
M. musculuse
(middle portion of small
intestine)
M. musculusd,e
(duodenum, especially first
portion)
Locality Formentera, Balearic
Islands, Spain
Australia Llobregat delta, Catalonia,
Spain
Llobregat delta, Catalonia,
Spain
Heliciculture farms,
Galicia, Spain
References Mas-Coma and Montoliu
(1986)
Butcher and Grove (2001)
Butcher (2003)
Gracenea and
González-Moreno (2002)
González-Moreno and
Gracenea (2006)
This study
a Values are the mean of the mean values given for each definitive host considered in morphometric studies. Ranges in parentheses correspond to the minimum andmaximum values considering all definitive
hosts.
b Calculated from the values in first row because it was not provided by the authors.
c Calculated from the published drawings, since this ratio was not given by the authors.
d Naturally infected hosts.
e Experimentally infected hosts.
f Only data corresponding to adults from experimentally infected mice (n=36) are included, since only 2 adults from naturally infected mice were measured.
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asitizing several snails species as sporocyst (Butcher and
Grove, 2001; Butcher, 2003). The fact that sporocysts of B.
aspersae are able to develop in the subspecies H. a. aspersa,
but not inH. a. maxima, confirms that this species is strictly
oioxenic agreeing with the latter statement.
Although new studies should be conducted in order to
identify the full range of hosts of this brachylaimid, our
results indicate that, in the absence of appropriate control
measures, mice are enough to maintain the life cycle of B.
aspersae in the farms dedicated to the production of petit-
gris snails, since this subspecies can act as first and second
intermediate host. In this regards, mice were frequently
seen at the three farms included in the present study and in
one of them, the rodents were even observed in the bags of
commercial feed. Mice may therefore spread the digenean
infection not only by depositing their contaminated faeces
in outdoor pens or greenhouses where fattening of snails
is carried out, but also by contaminating the snail feed. On
the other hand, in two of the farms studied, intensive mat-
ing is accomplished in climate-controlled buildings. During
this phase, the density of snails is maintained high to facil-
itate mating and the humidity is controlled by periodical
spraying of water. Since these conditions facilitate the sur-
vival and effective transmission of cercariae, especial care
should be taken to avoid the entry of rodents and to min-
imize the introduction of sporocyst-infected breeders in
these buildings.
Since H. a. maxima cannot act as first intermediate host
for B. aspersae, the infection of farmed gros-gris snails by
metacercariae of this species can only be explained by the
simultaneous rearing of the two H. aspersa subspecies in
the farms studied. In fact, as was expected, the prevalence
and intensities ofmetacercariaewere especially high in the
farm at O Rosal, where both subspecies were maintained
together in the same pens.
Flukes are considered a potential source of morbid-
ity and mortality for captive snails (Cooper and Knowler,
1991; Cuéllar and Cuéllar, 2003; Fontanillas and García-
Cuenca, 2005; Arrébola and Mun˜oz-Araujo, 2007). In the
case of B. aspersae, the presence of large sporocysts and
numerous metacercariae in heavily infected snails could
have important consequences for their survival, especially
under intensive breeding conditions, where overcrowding,
and probably reproductive stress, can have additional dele-
terious effects for gastropods (Daguzan and Verly, 1989;
Blanc and Attia, 1992; Jess y Marks, 1995; Dupont-Nivet
et al., 2000; García et al., 2006). Although the association
between the presence of brachylaimid metacercariae and
hostmortality isnot clear, there isnodoubt that these larval
stages, which feed on the renal epithelium, cause necrotic
changes in this organ (this study; Foster, 1958; Lewis, 1969;
Rashed et al., 1995). Numerous authors have also reported
the extensive pathologic changes associatedwith the pres-
ence of sporocysts in several aquatic snails (Reader, 1971;
Huffman and Fried, 1985; Crews and Esch, 1987). To our
knowledge, however, no studies have described to date
the pathological consequences derived from the presence
of highly branched brachylaimid sporocysts. In this sense,
we have observed that a great part of the hepatopancreas
can be replaced by the parasite. Since this organ is respon-
sible for the production of digestive enzymes, nutrient
absorption and digestion, endocytosis of food substances,
food storage and excretion (Owen, 1996), massive infec-
tions with sporocysts may have an important impact on
snail morbimortality by altering its normal functions. In
support of this idea, we observed that most of the heav-
ily sporocyst-infected snails died during our experimental
infection studies (data not shown).
Regardless of its pathological effects, the presence of
brachylaimids in edible snails is important from the san-
itary perspective, since the zoonotic potential of these
digeneanshasbeendemonstrated inAustralia,where three
cases of human infection, probably linked to the inges-
tion of raw infected snails, have been reported (Butcher
et al., 1996, 1998). Although the zoonotic transmission of
brachylaimids in Europe is highly improbable since edi-
ble snails are always cooked, this aspect should be taken
in mind if some culinary practices involving undercook-
ing snails are introduced. Apart from this, ingestion of
snails can induce asthma and other allergic manifesta-
tions in humans, especially in house-dust-mite-sensitized
patients (Server, 1999; Martins et al., 2005). Initially, it
was thought that the mite R. limacum, which lives in the
mantle cavity of certain edible snails including H. aspersa
(Morand and Daguzan, 1986; Graham et al., 1996; Iglesias
et al., 2004), could be the source of allergens responsible
for these reactions. However, current evidences suggest
that hypersensitivity is related to certain snail components,
which remain currently unknown (Vuitton et al., 1998).
Since some helminths are well-known sources of allergens
(Sereda et al., 2008), the possibility that the anaphylactic
symptoms following snail consumptionareactually related
to allergenic substances of brachylaimids or other snail-
infecting parasites cannot be ruled out. In view of these
considerations and taking into account themost recent reg-
ulations on food hygiene and safety, snail farmers should
increase their efforts to avoid the infection of edible snails
with potentially zoonotic and pathogenic parasites like B.
aspersae.
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Resumen: La helicicultura es una excelente alternativa para obtener caracoles 
comestibles pero su viabilidad se ve seriamente amenazada por patógenos. Se llevó a 
cabo un estudio parasitológico en 3 granjas de Galicia (noroeste España) con sistema de 
cría mixto y muestra como las especies detectándose las especies Tetrahymena 
rostrata, Tetrahymena limacis, Tetratrichomonas limacis, Cryptobia helicogenae, 
Brachylaima aspersae (metacercarias y esporocistos), Alloionema appendiculatum, 
Nemhelix bakeri y Riccardoella limacum como parásitos frecuentes de la subespecie 
Helix aspers aspersa (petit-gris). Con la excepción de C. helicogenae, N. bakeri y los 
esporocistos de B. aspersae, todas las especies anteriormente citadas fueron detectadas 
también en caracoles de la subespecie Helix aspersa máxima (gros-gris), aunque 
generalmente los parámetros de infección fueron inferiores. La mayoría de las 
infecciones monoxenas, y consecuentemente el parasitismo múltiple, exhibieron una 
tendencia creciente durante los dos primeros meses de reproducción intensiva, 
observándose su ralentización, o incluso su inversión, durante el tercer mes como 
resultado de la mortalidad acumulada y de la reducción de densidad de hospedadores 
derivada del muestreo. Ninguno de los parásitos se transmitió verticalmente y las 
infecciones fueron adquiridas por primera vez durante el engorde a partir de 
gasterópodos invasores y micromamíferos que actúa como reservorios. Finalmente, la 
hibernación artificial redujo significativamente la prevalencia de la mayoría de las 
especies patógenas. Estos resultados confirman la importancia de la presencia de 
parásitos en las explotaciones de helicicultura y enfatiza la necesidad de prevenir el 
acceso de reservorios salvajes a las granjas y de retirar rápidamente los caracoles 
muertos de las unidades de reproducción y recintos de engorde. 
 
 
Parasitic infections in mixed system-based heliciculture
farms: dynamics and key epidemiological factors
P. SEGADE, J. GARCÍA-ESTÉVEZ, C. ARIAS and R. IGLESIAS*
Laboratorio de Parasitología, Facultad de Biología, Edificio de Ciencias Experimentales, Campus de Lagoas-Marcosende s/n,
Universidad de Vigo, 36310 Vigo, Spain
(Received 2 July 2012; revised 5 September 2012; accepted 21 September 2012; first published online 2 January 2013)
SUMMARY
Heliciculture is an excellent alternative to obtain edible snails but its viability is seriously threatened by pathogens.
A parasitological surveywas conducted in 3mixed system-based heliciculture farms inGalicia (NWSpain), with the species
Tetrahymena rostrata, Tetrahymena limacis, Tetratrichomonas limacis, Cryptobia helicogenae, Brachylaima aspersae
(metacercariae and sporocysts), Alloionema appendiculatum, Nemhelix bakeri, and Riccardoella limacum being commonly
found infecting Helix aspersa aspersa (petit-gris) snails. With the exception of C. helicogenae, N. bakeri, and B. aspersae
sporocysts, all species were also detected in Helix aspersa maxima (gros-gris) snails, although generally with lower
parameters. Most monoxenous infections, and consequently multiple parasitism, exhibited a rising trend during the first
2 months of intensive mating, with tendencies being slowed down or even reversed during the third month as a result of
accumulated mortality and a sampling-derived reduction in host density. No parasites were vertically transmitted and
infections were initially acquired from invading gastropod and micromammal reservoirs during fattening. Finally, artificial
hibernation reduced significantly the prevalence of most species. These results confirm the importance of parasites in
heliciculture and emphasize the need to prevent the entry of wild reservoirs into the farms and to rapidly remove the
carcasses of dead snails from the reproduction units and fattening pens.
Key words: Parasites, Helix aspersa aspersa, Helix aspersa maxima, infection dynamics, reservoirs, heliciculture.
INTRODUCTION
Heliciculture (snail farming) is becoming an emer-
ging zootechnic industry in Europe in response to
the increasing demand of snails for pharmaceutical,
cosmetics, and especially alimentary purposes. Dur-
ing the last decades, the required development of
reliable helicicultural methods has generated diverse
farm designs, which have been based on extensive,
intensive or mixed systems (Daguzan, 1989; Gomot
and Deray, 1990). In extensive systems snails are
reared in outdoor fields, while in intensive systems
rearing is carried out entirely inside greenhouses or
buildings under controlled conditions of humidity,
temperature and photoperiod. Finally, in mixed
systems, developed in France and widely extended
in Spain and especially in Galicia (NW Spain),
reproduction and first growing (nursery) are carried
out indoors, while fattening is completed outdoors.
About 40% of snails consumed in Europe belong
to the species Helix aspersa, which includes the
subspecies H. a. aspersa, commonly known as petit-
gris, and Helix a. maxima, known as gros-gris
by its larger size and which seems to exhibit a
high potential for growth and fertility (Chevallier,
1990; De Grisse, 1991). Gros-gris consumption is
relevant in France, but both gastronomy and
heliciculture in Spain are still focused principally
on petit-gris snails. In spite of this, some farms have
already started to rear the subspeciesH. a. maxima in
our country.
Profitability of mixed farms in Galicia (NWSpain)
is being seriously threatened by severe mortalities
occurring during the intensive breeding phase,
during which overcrowding, and probably reproduc-
tive stress, may facilitate the transmission and
reproduction of certain pathogens. In addition,
snails used for breeding may come from different
geographical areas favouring the introduction of
diverse pathogenic organisms in farm environments.
Previous studies have reported the presence of
diverse parasites infecting H. aspersa snails under
farming conditions (Morand, 1985; Morand and
Daguzan, 1986; Fontanillas and Pérez, 1987;
Cabaret et al. 1988; Morand, 1988a; Morand and
Bonnet, 1989; Segade et al. 2009, 2011), but only a
few of these studies have used an epidemiological
approach (Morand and Daguzan, 1986; Cabaret et al.
1988; Morand, 1988a; Morand and Bonnet, 1989).
These kinds of investigation are essential for the
control of pathogenic species in any animal pro-
duction activity, but especially in heliciculture, where
chemotherapy strategies have never been practically
assessed (Cabaret et al. 1988).
* Corresponding author: Laboratorio de Parasitología,
Facultad de Biología (Edificio de Ciencias
Experimentales), Campus de Lagoas-Marcosende s/n,
Universidad de Vigo, 36310 Vigo, Spain.
Tel: +34 986812394. Fax: +34 986812565. E-mail: rib@
uvigo.es
482
Parasitology (2013), 140, 482–497. © Cambridge University Press 2013
doi:10.1017/S0031182012001795
Compendio de artículos Artículo 3
73
In the present work, we have studied the parasitic
infections affecting the snails H. a. aspersa and
H. a. maxima in 3 heliciculture farms of Galicia
(NWSpain) and their dynamics through the different
phases of rearing (hibernation, mating, egg-laying
and fattening). In addition, we have also investigated
the possible sources of infection and/or reservoirs of
certain parasite species in these farms.
MATERIALS AND METHODS
Study design and gastropod sampling
In order to investigate the parasite fauna infecting
the 2 H. aspersa subspecies commonly cultured in
Galicia (NW Spain), a cross-sectional study was
conducted in 3 heliciculture farms between 2005
and 2007. At the time of the study, both intensive
reproduction and extensive fattening were being
conducted in the mixed system-based farms 1 and
2, while farm 3 was dedicated exclusively to fatten
young snails supplied by farm 1. A total of 607
mature H. aspersa snails (427 H. a. aspersa and 180
H. a. maxima) belonging to 11 groups (F1 to F11; see
Tables 1 and 2) were examined for the presence of
parasites. Except for group F7, which was made up
by snails maintained in a fattening greenhouse at farm
3, all groups were collected from different reproduc-
tion units at farms 1 and 2 just at the beginning of the
4-month mating period used in both farms. Each
reproduction unit consisted of a wooden or metallic
framework with the lateral and bottom sides covered
by plastic netting. Several uniformly spaced vertical
plastic sheets, which served as surface supporting
crawling and attachment of snails, were hanging from
the upper frame. Snails were fed a commercial snail
powder diet containing crude protein (17%), crude fat
(1%), cellulose (2·8%), ashes (39%), and vitamins A,
D3 and E and Cu as additives. According to the
farmers, the population density per unit at the
beginning of mating was about 160–180 snails/m2,
for petit-gris, and 80–90 snails/m2, for gros-gris.
Breeder snails in the groups F1, F2, F6, and
F8-F11 had been entirely reared in the farms 1 and
2, while snails in groups F3-F5 had been supplied by
other minor associated farms which were dedicated
exclusively to fatten the juveniles produced and
supplied by farm 1. Since breeder snails from wild
stocks are periodically introduced in the farms for
reproductive purposes, 3 additional groups of mature
H. a. aspersa snails were collected from different
fields and gardens in the South of Galicia (groupW1:
25 snails from Cambados; group W2: 37 snails from
Vigo; groupW3: 41 snails from Poio) and included in
the cross-sectional study for comparative purposes.
A longitudinal prospective study was also con-
ducted in farms 1 and 2 to investigate the dynamics
of the different parasitic infections through the first
3 months of intensive mating which was carried out
under indoor intensive conditions (high densities
and controlled temperature, light and humidity).
Thus, a monthly sampling was carried out during
this period in the groups (reproduction units) F1, F2,
F6, and F8-F11 examined in the cross-sectional
study. In fact, the prevalences and intensities/
densities obtained for each parasite and group in the
cross-sectional study were considered as initial data
(month 0) in the longitudinal study. With very few
exceptions, 50–80 snails from each unit were exam-
ined monthly for the presence of parasites. Farm 2
had stricter hygiene and handling practices than farm
1, with daily removal of dead/dying snails from the
reproduction units. No mortality data were revealed
by the farmers.
In order to investigate in which moment of the
rearing process the first infections are acquired, 6 egg
clutches (90–135 eggs per clutch), 464 newly-
hatched, and 147 juvenile snails descending from
progenitors belonging to groups F1 and F2 were
also analysed for parasites. All eggs examined
were from progenitors which were infected at least
with T. rostrata since vertical transmission of this
ciliate species was previously demonstrated in slugs
(Brooks, 1968). Egg clutches were obtained from
plastic pots which were disposed at each side of the
bottom of the reproduction units. The pots were
filled with a commercial non-sterilized soil, which
was used as egg-laying substrate. Neonate snails were
collected from hatching containers which contained
non-sterilized sand as substrate. Both egg-laying and
hatching substrates were also examined for the
presence of free-living or infective stages of parasites.
Finally, the juveniles (2–3 months old; mean weight
about 830 mg) were harvested from a grass plot
enclosed in a greenhouse at farm 1, where first
growing of snails was being undertaken. During this
phase, snails were artificially fed the commercial
powder diet. At the moment of sampling, numerous
slugs belonging to the species Deroceras reticulatum
were observed co-habiting the grass plot with
juvenile snails and feeding on their diet. These
invading slugs (n=25) were also examined for the
presence of parasites to investigate their potential role
as reservoirs of these organisms. In addition, we also
analysed 47 slugs of the species Deroceras panormi-
tanum, collected from a first growing greenhouse
at farm 2, and 38 Cepaea nemoralis snails, harvested
from open parks at farm 3, where fattening of
H. aspersa snails was being conducted.
Finally, to study the effect of a 3-month artificial
hibernation on parasitic infections 86 and 80 petit-gris
snails belonging to the same group were analysed
before and after the process, respectively. Similar
investigations were conducted with a group of gros-
gris snails (n=200; 100 before and 100 after hiber-
nation). All breeder snails included in these studies
were submitted to hibernation just after finishing a
reproductive cycle.
483Parasitic infections in farmed snails
Compendio de artículos Artículo 3
74
Table 1. Infection parameters and main sites of infection for the 8 species of parasites which were commonly detected in the farmed (groups F1-F7) and wild
(groups W1-W3) Helix a. aspersa snails examined in the cross-sectional study
(For each host group and parasite species the prevalence, expressed in percentage, with the number of infected/examined hosts in parentheses is presented above, while mean intensities/
densities with the corresponding range in parentheses are given below (n.d.: not determined; BC, bursa copulatrix; DG, digestive gland; DT, digestive tract; GT, genital tract; F, foot
tissues; K, kidney; M, mantle collar; PC, pallial cavity; PP, pulmonary plexus).)
Parasites
Main
sites of
infection
H. a. aspersa
F1a F2a F3a F4a F5a F6b F7c W1 W2 W3
Ciliates
Tetrahymena
rostrata
K, PP 1·2% (1/80) 1 4% (3/74) 689
(7–1931)
3·1% (1/32) 5 10% (5/50)
281 (4–580)
4% (2/50) 3091
(213–5970)
2% (1/50) 11 0% 4% (1/25) 4 5·4% (2/37)
(2- massive)
0%
Tetrahymena
limacis
DT 0% 0% 3·1% (1/32) 2 2% (1/50) 18 0% 0% 0% 4% (1/25) 3 2·7% (1/37) 20 0%
Flagellates
Tetratrichomonas
limacis
DT 11·2% (9/80)
n.d.
28·4% (21/74)
n.d.
0% 4% (2/50)
n.d.
18% (9/50)
n.d.
50% (25/50)
n.d.
2·2% (2/91)
n.d.
0% 0% 0%
Cryptobia
helicogenae
BC 2·5% (2/80)
n.d.
1·3% (1/74)
n.d.
6·2% (2/32)
n.d.
0% 0% 14% (7/50)
n.d.
67% (61/91)
n.d.
32% (8/25)
n.d.
48·6% (18/37)
n.d.
60·9% (25/41)
n.d.
Digenean
trematodes
Brachylaima
aspersae (met.)
K 67·5% (54/80)
5 (1–27)
18·9% (14/74)
5·7 (1–17)
96·9% (31/32)
32·1 (2–97)
18% (9/50)
2·8 (1–10)
10% (5/50)
3·4 (1–7)
88% (44/50)
15·2 (1–45)
58·2% (53/91)
4·3 (1–25)
92% (23/25)
14·1 (1–54)
29·7% (11/37)
11·8 (3–29)
85·4% (35/41)
48·7 (1–175)
Brachylaima
aspersae (spo.)
DG 6·2% (5/80) 2·7% (2/74) 0% 4% (2/50) 0% 0% 1·1% (1/91) 0% 0% 4·8% (2/41)
Nematodes
Alloionema
appendiculatum
F, M 81·2% (65/80)
14·6 (1–197)
100% (74/74)
78·8 (1–403)
34·4% (11/32)
2·1 (1–6)
34% (17/50)
4·3 (1–35)
38% (19/50)
3·9 (1–26)
76% (38/50)
18·5 (1–137)
2·2% (2/91) 1 8% (2/25)
8 (1–15)
32·4% (12/37)
14·4 (1–111)
36·6% (15/41)
4·9 (1–29)
Nemhelix bakeri GT 0% 0% 0% 0% 0% 2% (1/50) 6 1·1% (1/91) 1 8% (2/25)
161 (127–195)
0% 17·1% (7/41)
13 (1–50)
Mites
Riccardoella
limacum
PC 1·2% (1/80) 1 5·4% (4/74) 1 59·4% (19/32)
6·3 (1–28)
0% 2% (1/50) 1 12% (6/50)
1·7 (1–3)
0% 12% (3/25)
1·3 (1–2)
0% 41·5% (17/41)
4·5 (1–20)
a Farm 1.
b Farm 2.
c Farm 3.
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Parasitological analysis
Snails were transported to the laboratory and main-
tained at 18 °C under dry environmental conditions
promoting inactivity and secretion of the epiphragm
until they were analysed for parasites. Each snail
was weighed, examined for the presence of mites
(Riccardoella limacum) moving on its surface, anaes-
thetized by intracorporeal injection of a sterile
50 mM magnesium chloride solution, and dissected
for parasites. The pallial cavity was exposed by
cutting the pulmonary plexus at the level of rectal
duct and themites inhabiting the cavity were counted
under the stereomicroscope. Afterwards, the pul-
monary plexus, the kidney together with the heart,
the digestive system, and the genital apparatus were
dissected out and placed in separate Petri dishes. The
foot and mantle collar were also excised, each divided
into 4–6 fragments, and transferred to a standard
Baermann apparatus to detect tissular nematodes
(e.g. Alloionema appendiculatum) following a pro-
cedure based on that used by Morand and Daguzan
(1986). The apparatus consisted of a small funnel
with a 1·5 mm plastic mesh on top, on which snail
tissues were deposited, and a silicone tubing clamped
with a Hoffman clamp connected to its end. The
funnel was filled with distilled water to a level tomake
contact with the snail tissues and the nematodes were
collected in a grid-marked Petri dish after 24 h at
room temperature and counted under the stereo-
microscope.
After dissection, wet mounts made from pulmon-
ary plexus and rectal scrapings and from kidney,
bursa copulatrix and digestive gland touch prep-
arations were examined for the presence of parasites
using light microscopy. Except for the flagellate
species, the total number of parasites observed under
the 22×22 mm coverslip was counted. In addition,
the remaining tissues of the kidney and digestive
gland as well as the genital tract were mechanically
teased or opened with the aid of forceps and
dissecting needles in Petri dishes filled with distilled
water and observed under the stereomicroscope to
count the total number of helminths. Prevalence
and mean intensity/abundance for each species were
calculated according to the method of Bush et al.
(1997). In the case of ciliates, mean densities were
calculated by using the number of protozoa counted
under the cover-slipped area of renal wet mounts.
Each egg clutch was thoroughly washed with
distilled water and the eggs were then separated,
transferred to a Petri dish with water, incubated for
2 weeks at 18 °C, and observed daily at the inverted
microscope for parasites. Pre-washing of egg-
clutches was carried out to avoid the potential
contamination of eggs with free-living soil nematodes
and free-living stages corresponding to the parasitic
nematode Alloionema appendiculatum (Morand and
Bonnet, 1989).
Newborn snails hatched from pre-washed eggs
were examined by using 2 different procedures.
Thus, 259 snails were disaggregated on slides with
Table 2. Infection parameters and main sites of infection for the 6 species that were found parasitizing the
farmed Helix a. maxima snails (groups F8-11) examined in the cross-sectional study
(For each host group and parasite species the prevalence, expressed in percentage, with the number of infected/examined
hosts in parentheses is presented above, while mean intensities/densities with the corresponding range in parentheses are
given below (n.d.: not determined; DT, digestive tract; F, foot tissues; K, kidney; M, mantle collar; PC, pallial cavity; PP,
pulmonary plexus).)
Parasites
Main sites
of infection
H. a. maxima
F8b F9b F10b F11b
Ciliates
Tetrahymena rostrata K, PP 0% 0% 12% (6/50)
53 (1–261)
0%
Tetrahymena limacis DT 2% (1/50) 40 0% 2% (1/50) 58 0%
Flagellates
Tetratrichomonas limacis DT 4% (2/50)
n.d.
14% (7/50)
n.d.
0% 13·3% (4/30)
n.d.
Digenean trematodes
Brachylaima aspersae (met.) K 6% (3/50)
1·33 (1–2)
6% (3/50)
1·33 (1–2)
12% (6/50) 1 3·3% (1/30) 1
Nematodes
Alloionema appendiculatum F, M 18% (9/50)
1·33 (1–3)
2% (1/50) 1 34% (17/50)
2·6 (1–10)
23·3% (7/30)
1·3 (1–3)
Mites
Riccardoella limacum PC 2% (1/50) 1 0% 0% 0%
b Farm 2.
485Parasitic infections in farmed snails
Compendio de artículos Artículo 3
76
Fig. 1. Typical appearance of the main parasites detected in Helix aspersa snails. (A) Numerous T. rostrata ciliates
swimming in a wet mount from a pulmonary plexus scraping. Note the presence of 2 dividing ciliates (arrows). Scale
bar=100 μm. (B) Silver impregnated T. rostrata ciliate showing the numerous somatic kineties as well as the cytostomic
area (c). Scale bar=30 μm. (C) Silver impregnated T. limacis ciliate. Scale bar=20 μm. (D) Giemsa-stained T. limacis
flagellate in which the 4 anterior (af) and the free posterior (pf) flagella, the undulating membrane (um), the nucleus (n)
and the axostyle (a) can be easily visualized. Scale bar=5 μm. (E) Numerous pleomorphic C. helicogenae flagellates
(arrows) in a bursa copulatrix touch preparation as observed with phase-contrast microscopy. Scale bar=40 μm.
(F) Protargol-impregnated C. helicogenae flagellates showing the anterior (af) and adherent flagella (adf), the nucleus (n)
and the species-specific aciculum (ac). Scale bar=20 μm. (G) Macroscopic appearance of a large whitish sporocyst mass
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the aid of 2 fine needles, cover-slipped and observed
for parasites under a light microscope. Each of the
remaining 205 individuals examined was washed
with distilled water to remove any surface-adhered
free-living organisms, transferred to a well of a
24-well culture plate containing 500 μl of distilled
water, squashed with forceps, incubated for 4 weeks
at 18 °C, and monitored daily under the inverted
microscope. This procedure was especially designed
to facilitate diagnosis of the nematode Alloionema
appendiculatum which easily proliferates on the
carcasses of infected snails.
Various samples of the soil and sand substrates
used for egg-laying and hatching were examined for
the presence of nematodes morphologically compa-
tible with the free-living forms of A. appendiculatum
by using the Baermann funnel technique (Coleman
et al. 2004). The sediment at the bottom of the funnel
was collected every 24 h during 72 h and examined
under the stereomicroscope. The nematodes ob-
served were isolated and processed for identification
as is described below for A. appendiculatum.
Parasite identification
The flagellates Tetratrichomonas limacis and Crypto-
bia helicogenae were identified by staining the
massively infected rectal contents/scrapings or
spermatheca touch preparations with Giemsa or
with a protein-silver (protargol) impregnation
method, respectively. Identification of Tetrahymena
spp. ciliates was based on morphological and/or
behavioural (cyst formation and autogamy) charac-
teristics as described by Segade et al. (2009). Life-
cycle experimental studies and/or morphological
techniques (wet mounts, Semichon’s acetocarmine
staining, and/or silver impregnation for cercarial
chaetotaxy) were used to identify the digenean
sporocysts and metacercariae as previously described
(Segade et al. 2011). Nematodes and mites were fixed
in 70% ethanol, cleared in lactophenol, and observed
under light microscopy.
Histological studies
To study the microhabitat of the different parasites,
organs were fixed for 24–48 h in 10% buffered
formalin and embedded in paraffin following stan-
dard procedures. Sections (4–5 μm) were obtained
using a microtome Microm HM-340E (Microm,
Walldorf, Germany) and stained with haematoxylin-
eosin (H&E).
Statistics
Data from hibernation studies were analysed with
Fisher’s exact test with Yate’s continuity correction,
in the case of prevalences, and non-parametricMann-
Whitney test, in the case of mean abundances
(GraphPad Instat® 3·06, GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA).
RESULTS
Cross-sectional study
Eight parasite species were commonly found para-
sitizing H. a. aspersa in heliculture farms (Table 1;
Figs 1 and 2). The tissular nematode A. appendicu-
latum and the renal digenean B. aspersae (metacer-
cariae) were the most prevalent species in farmed
snails, being detected in all the groups examined with
overall prevalences of 52·9% and 49·2%, respectively.
The intestinal flagellateT. limacis and the renal ciliate
T. rostrata were found in 6 of the 7 groups with
overall prevalences of 15·9% and 3%, respectively,
while the genital-dwelling flagellate C. helicogenae
and the miteR. limacumwere observed infecting 17·1
and 7·3% of farmed snails in 5 groups. Finally, the
presence of B. aspersae sporocysts was confirmed in
2·3% of farmed snails belonging to 4 groups, while
both the intestinal ciliate T. limacis and the genital-
dwelling nematode N. bakeri appeared only in 2
groups with an overall prevalence of 0·5%.
Excepting the intestinal flagellateT. limacis,which
was not found in wild hosts, both farmed and wild
snails were infected by the same species. However,
prevalences and intensities of the different parasites
varied considerably depending on the origin
(Table 1). In farmed snails, this was particularly
evident for the species T. limacis (flagellate),
C. helicogenae, B. aspersae, A. appendiculatum and
R. limacum. Thus, in the group F7, which was
collected at farm 3, the prevalences of C. helicogenae
(arrow) of B. aspersae occupying a great part of the digestive gland of a H. a. aspersa snail. (H) Detail of the
microcercous cercariae contained in the branched sporocyst of B. aspersae. Scale bar=100 μm. (I) Mature non-encysted
metacercariae of B. aspersae in a wet renal touch preparation. Scale bar=200 μm. (J) Wet mount from a pulmonary
plexus scraping showing a parasitic larval stage of A. appendiculatum (arrows) surrounded by host infiltration tissue.
Scale bar=200 μm. (K) Posterior and cephalic region (inset; phase-contrast microscopy) of an adult male of
A. appendiculatum showing the characteristic spicules (s) and gubernaculum (g) as well as the numerous denticles
(arrow) on the dorsal metarhabdion of the buccal cavity. Scale bar=100 μm. (L) Cephalic region of an adult of N. bakeri.
Scale bar=100 μm. (M) Posterior region of a male of N. bakeri showing the characteristic spicules (s) and gubernaculum
(g). Scale bar=50 μm. (N) Numerous R. limacum mites moving in the pallial cavity of a snail (whitish forms are larval
and nymphal stages while yellowish forms are adults). (O) Microscopic appearance of an adult R. limacum. Scale
bar=100 μm.
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Fig. 2. Histological appearance of the different endoparasites infecting Helix aspersa in their respective microhabitats.
(A) Numerous T. rostrata trophozoites occupying the lumen of some folds of renal tissue. Note that infected folds lack
epithelium which has been ingested by the histophagous ciliates. The presence of the small round micronucleus (m)
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(67%) and A. appendiculatum (2·2%) were very
different to those observed in the remaining groups
(414% for the flagellate and 534%, for the
nematode). In addition, in a few snails belonging to
this group 2 non-brachylaimid digeneans were
detected with very low prevalences (data not
shown). One of them, which was assigned to the
family Panopistidae, infected the digestive gland as
branched cercariogenic sporocysts and the kidney
and pericardial sac as metacercariae. In the other
digenean species, only xiphidiocercariae-containing
sporocysts were found in the digestive gland.
As can be seen in Fig. 3A, the overall proportions
of non-infected, single- and mixed-infected hosts
were similar in both farmed (15, 35·6 and 49·4%,
respectively) and wild petit-gris (14·6, 31 and 54·4%),
with most of the multiparasitized snails being
infected by 2 to 4 species (only 1 farmed and 2
wild snails were co-infected with 6 and 5 species,
respectively).
In general, the number of parasitic species
infecting H. a. maxima from heliciculture farms, as
well as their respective parasitological parameters,
were notably lower than in H. a. aspersa (Table 2).
Thus, 67·2% of gros-gris were non-infected, 27·8%
presented monospecific infections and only 5%
were multiparasitized with 2 species (Fig. 3A).
The helminths A. appendiculatum and B. aspersae
(only metacercariae were detected) were the most
common parasites in this subspecies, being detected
in the 4 groups examined but with global prevalences
(18·8 and 7·2%, respectively) and mean intensities
very much lower than those observed for petit-gris
snails. Neither C. helicogenae nor N. bakeri were
found in this host. In addition, the presence of
R. limacum was incidental with only 1 snail being
infected by 1 mite.
Apart from the parasitic species, the free-living
nematode Rhabditis axei was observed in scraping
preparations from the pulmonary plexus of both
H. aspersa subspecies under farming conditions, with
prevalences ranging from 3·1 to 35·1%. Incidentally,
some free-living soil nematodes and protozoa, as well
as some free-living stages of A. appendiculatum, were
also found in intestinal contents after being acciden-
tally ingested by snails.
Dynamics of parasitic infections during intensive
reproduction and first growing
The evolution of the different parasitic infections
during intensive mating in both H. aspersa subspe-
cies are shown in Figs 4 and 5.
No clear rising trends were observed for both
ciliate species during the 3-month mating period in
the 3 groups ofH. a. aspersa studied, with maximum
adjacent to the macronucleus permits to differentiate the ciliate from host cells (inset). (B) A T. limacis ciliate in the
lumen of a digestive gland duct. The micronucleus (m) and macronucleus can also help to identify this ciliate (inset).
Note that this species presents large vacuoles in the cytoplasm while T. rostrata exhibits a faintly eosinophilic fine
granular content. (C) Numerous T. limacis flagellates (arrowheads) embedded in the intestinal content (ep: intestinal
epithelium). The elongated nucleus (n) in the eosinophilic cytoplasm can be visualized in sections stained with H&E
(inset). (D) Section of a bursa copulatrix heavily infected with C. helicogenae flagellates (arrow heads) with the protozoa
distributed luminally between the internal epithelium (ep) and the concentric layers resulting from the degradation of
the spermatophore head (s) after copulation. The small rounded nucleus (n) and the elongated kinetoplast (k) can be
visualized in some flagellates (inset). (E) Four metacercariae of B. aspersae in the lumen of several renal folds. The
presence of suckers (arrowheads) facilitates their identification in histological sections. (F) Section of a digestive gland
heavily infected by a branched cercariogenic sporocyst of B. aspersae, with a detail of longitudinally sectioned cercariae
(inset) in which the suckers can be easily distinguished (arrowheads). (G) Section of the foot tissues of a snail infected
with a larval stage of the tissular parasite A. appendiculatum. Note that the larva is surrounded by a marked
granulomatous-like response (encircled). A nematode transversally sectioned is shown in the inset. (H) Section of the
genital apparatus showing the luminal microhabitat of the nematode N. bakeri and the absence of pathological changes
in the genital epithelium. Scale bars for A, B, C, D and G=100 μm; for H=200 μm; for E and F=400 μm.
Fig. 3. Percentage of uninfected (0), single-infected (1) and multiparasitized (2 to 6 species) snails observed in the cross-
sectional study (A) and during intensive mating of Helix a. aspersa (B) and H. a. maxima (C) (HAAf and HAAw: farmed
and wild H. a. aspersa, respectively; HAMf: farmed H. a. maxima).
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prevalences never exceeding 10% (Fig. 4A and B).
On the contrary, the prevalence of the intestinal
flagellateT. limacis increased considerably during the
first 2 months and slightly thereafter in 2 of the 3
groups of snails under study (Fig. 4C), which
exhibited relatively low (11·2%) and intermediate
Fig. 4. Evolution of prevalence (%) of the main parasites in the 3 groups (F1, F2 and F6) of Helix a. aspersa (A-I) and
the 4 groups (F8-F11) of H. a. maxima (J-O) during the 3-month intensive mating period (A and J) T. rostrata;
(B and K) T. limacis (ciliate); (C and L) T. limacis (flagellate); (D) C. helicogenae; (E and M) B. aspersae metacercariae;
(F) B. aspersae sporocysts; (G) N. bakeri; (H and N) A. appendiculatum; (I and O) R. limacum).
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initial values (28·4%). In the third group (F6), which
showed the highest starting prevalence (50%), the
peak of infection was reached just after the first
month. In spite of the fact that the initial values were
very different, maximum prevalences observed in the
3 groups were similar ranging between 60 and 67·5%.
In the case of C. helicogenae, a clear 2-month upward
trend was observed only in the group F6, with the
prevalence increasing from 14 to 50% and slightly
declining thereafter (Fig. 4D). Initial prevalences of
this flagellate in the other two groups were very low
(1·3 and 2·5%). Regarding helminths, the infection
with B. aspersaemetacercariae was characterized by a
stable or slight declining pattern except for the group
F1, in which a slight raising trend was observed
during the last 2 months (Figs 4E and 5C). In this
group, the mean prevalence of the cercariogenic
sporocysts of this species was *12% (ranging from
6·3 to 20%), which was 4–5 times higher than those
observed in the other two groups (42·5%, ranging
from 0 to 6%) (Fig. 4F). The nematodeN. bakeri was
only detected in group F6, with parameters being
increased only during the second month (Figs 4G
and 5D). Thus, its prevalence and mean intensity
augmented from 2% and 23 to 10% and 213,
respectively, with up to 400 nematodes being counted
Fig. 5. Evolution of the mean intensity/density of the main parasites in the 3 groups (F1, F2 and F6) of Helix a. aspersa
(A-F) and the 4 groups (F8-F11) of H. a. maxima (G-K) during the 3-month intensive mating period. (A and G)
T. rostrata; (B and H) T. limacis (ciliate); (C and I) B. aspersae metacercariae; (D) N. bakeri; (E and J)
A. appendiculatum; (F and K) R. limacum).
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in 1 snail. In both groups studied at farm 1 (F1 and
F2) the pattern of the tissular nematode A. appendi-
culatum was similar: prevalences maintained practi-
cally stable at 100% after this value was reached, and
mean intensities increased to values higher than 100
nematodes per host, sharply declining thereafter
(Figs 4H and 5E). In the group F1, in which 81·3%
of snails introduced in the reproduction unit were
parasitized by about 15 nematodes per host, the peaks
of infection were registered after the second month,
with up to 500 nematodes being detected per host. In
the group F2, the prevalence was already 100% at the
beginning of the mating period while the peak of
intensity was observed after the first month of follow-
up. These patterns contrast strongly with that
registered in group F6 from farm 2, in which the
prevalence increased from 76% to 98% during the first
month, and gradually declined thereafter. Moreover,
the mean intensity in this group decreased progress-
ively from an initial value of 18·5 to 4, at the end of
the study. Finally, in all groups of petit-gris investi-
gated, the presence of the mite R. limacum increased
gradually throughout the whole follow-up period
reaching final prevalences between 55·1 and 80% and
mean intensities in no case exceeding 9 mites per
parasitized host (Figs 4I and 5F).
As can be observed in Fig. 3B, the percentage of
H. a. aspersa snails supporting 3 or more parasitic
species (up to 6) increased progressively from 16·6%
at the beginning of the study to about 61% after the
secondmonth. A slight decline in this proportion was
observed during the third month of follow-up.
In contrast to what was observed in H. a. aspersa,
and in spite of the fact that no T. rostrata-infected
hosts were initially detected in the snails belonging to
3 of the 4 groups ofH. maxima (F8-F11) included in
the longitudinal study, infections with this ciliate
exhibited a clear rising trend in this subspecies, with
prevalences close to 50% being eventually reached in
groups F9 and F10 (Fig. 4J). In general, massive
infections with this histophagous protozoan (up to
about 15000 ciliates were estimated per touch
preparation) were detected after the second-third
month of intensive mating (Fig. 5G). The dynamics
of the intestinal flagellate T. limacis were also
identical in the 4 groups of gros-gris studied, with a
gradual increase during the first 2 months followed
by a moderate to marked decrease during the last
month (Fig. 4L). Maximum prevalences of this
protozoan, which ranged from 30% to 82%, were
clearly dependent on the starting values. Infections
with the tissular nematode A. appendiculatum ex-
hibited a rising trend in all groups of gros-gris
investigated (Fig. 4N). Thus, in all cases excepting
group F9 prevalences augmented progressively from
starting values of 18–34% to maximum values of 96–
100%, at the end of the study. Mean intensities in
these groups, however, never exceeded 26 (Fig. 5J),
contrasting with the high values observed in the
H. a. aspersa groups studied in farm 1. In the group
F9, in which the starting prevalence was very low
(2%), this parameter only reached 44% after the
3months of follow-up.Mean intensities in this group
were maintained at very low levels (<2) throughout
the entire study period. Finally, no clear trends were
observed in the case of T. limacis (ciliate), B. aspersae
(metacercariae), and R. limacum, since prevalences
did not exceed 12, 14 and 8%, respectively (Fig. 4K,
M and O). In the 2 latter species, mean intensities
were never higher than 10 and 1 parasites, respect-
ively (Fig. 5I and K). Neither brachylaimid
sporocysts nor the sexually-transmitted species
C. helicogenae and N. bakeri were detected in
H. a. maxima across the longitudinal study.
As in the case of H. a. aspersa, a trend to
multiparasitation was observed during gros-gris mat-
ing (Fig. 3C), with the percentage of snails infected
by 2 or more species (up to 4) increasing from 5% to
58% over the first 2 months.
None of the parasites registered in breeder snails
belonging to groups F1 and F2 was detected in the
eggs and newborn snails descending from these
snails. However, in spite of eggs and neonates were
extensively washed before examination, numerous
ciliates morphologically compatible with the mor-
phospecies Tetrahymena pyriformis (Corliss, 1970)
were observed in some wells containing eggs and
squashed neonates after some days of incubation in
distilled water (data not shown). The ciliates were
first visualized swimming in the surrounding water,
but as shell degradation proceeded, they entered and
multiplied within the eggs.
Unlike eggs and newborn snails, the juveniles
descending from groups F1 and F2 were found
infected with the ciliates T. limacis (29·4%) and
T. rostrata (12·6%), the flagellate T. limacis (11%),
and A. appendiculatum (6%) after a 2 to 3-month first
growing period. The free-living nematode R. axei
was also detected in the Baermann sediment
from 4 snails and, only in 1 case, in a teased digestive
gland.
Study of potential reservoirs/sources of infection
No free-living or infective stages of A. appendicula-
tum and other parasites were detected in the egg-
laying and hatching substrates, which contained
some free-living organisms, including the nematode
R. axei. Interestingly, the D. reticulatum slugs co-
habiting the grass plot from where the juveniles of
H. a. aspersa were collected were infected with the
same 4 species found in the young snails (prevalences
in slugs were 40, 84, 4 and 20%, respectively).
Similarly, the other wild invading gastropods col-
lected at farms 2 and 3 also shared some parasitic
species with farmedH. aspersa snails. Thus, the slug
D. panormitanumwas infected byT. rostrata (22·2%),
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which also infected the helicid C. nemoralis (2·6%),
together with the flagellate T. limacis and
A. appendiculatum (in both cases 7·9%). A Cryptobia
sp. flagellate (7·9%) in addition to Brachylaima sp.
and panopistid metacercariae (57·9% and 23·7%,
respectively) and some unidentified brachylaimid
sporocysts were also found in the latter host species.
Effects of hibernation on parasitic infections
A slight to marked decline was observed in the
prevalence of all parasites after hibernation, with
the exception of the 2 genital-dwelling species
C. helicogenae and N. bakeri, which exhibited a
slight to moderate increase, and B. aspersae, which
remained practically unaltered (Fig. 6). Only the
prevalences of the ciliate T. limacis, the flagellate
T. limacis, A. appendiculatum and R. limacum, in
H. a. aspersa, andT. rostrata, the flagellateT. limacis,
and R. limacum, in H. a. maxima were, however,
significantly reduced. In the case of mean abun-
dances, a significant decrease after hibernation was
only registered for the mite R. limacum in the case of
petit-gris (3·5 vs 0·4; P<0·0001).
DISCUSSION
Results form the present study revealed that parasite
faunas infecting farm-reared and wild H. a. aspersa
adult snails were qualitatively similar, with the small
flagellate T. limacis being the only species not found
in wild hosts. In this case, however, the possibility
that very light infections occurring in wild popu-
lations have gone unnoticed during examination can
not be ruled out. As far as we know, this flagellate has
been detected to date only in the slugs Deroceras
agreste andLimax flavus (in both cases asTrichomonas
limacis) and the snails H. pomatia and Otala lactea
(Kozloff, 1945; Saleuddin, 1972). Therefore, it is
reported for the first time in H. aspersa and under
farming conditions. Interestingly, our results also
revealed the absence of the nematodeA. aspersae both
in wild and farming environments, contrasting with
the findings observed in France where this pallial
cavity-dwelling monoxenous species has been re-
ported as a frequent parasite in petit-gris snails
subjected to intensive reproduction (Morand and
Bonnet, 1989). Although no negative effects have
been associated to date with this nematode, this
aspect should be kept in mind before importing
allochthonous snails for farming purposes.
With the exception of C. helicogenae, N. bakeri and
the sporocysts of B. aspersae, all parasite species
detected in H. a. aspersa were also found infecting
H. a. maxima.The absence of the two former species,
which are sexually-transmitted (Morand, 1988a,b;
Kozloff, 2004), may be explained by the apparent
natural tendency of both subspecies to behavioural
and anatomical reproductive isolation (Gomot-de
Vaufleury and Borgo, 2001), which ultimately could
have determined a strict host specificity of both
parasites for H. a. aspersa. Finally, the absence of
B. aspersae sporocysts is consistent with previous
experimental infection studies demonstrating that
this subspecies does not support the development of
this parasite stage (Segade et al. 2011). The absence of
sexually transmitted parasites and the low to moder-
ate prevalences exhibited by all infections in the
cross-sectional study (in no case exceeding 34%)
explain the low multiparasitization rate detected in
H. a. maxima. Thus, while only mono- and bi-
specific infections were detected in this subspecies,
up to 6 parasite species in a single host were observed
in farm-reared petit-gris. The lower densities used for
fattening ofH. a. maxima could contribute to explain
these differences by minimizing the transmission of
the monoxenous non-sexually transmitted parasites.
Apart from these arguments, the possibility that
H. a. maxima is more resistant to certain infections
than H. a. aspersa should not be entirely ruled out.
According to our observations, and previous
studies (Segade et al. 2011), most of the parasites
detected in this work may be introduced in farms if
Fig. 6. Effect of artificial hibernation on the prevalence of parasites infecting Helix a. aspersa (A) and H. a. maxima
(B) and on the frequency of multiparasitic infections observed in both subspecies (C). In graphs A and B, prevalences
registered before (light gray) and after (dark gray) hibernation are represented in pairs for each parasite species. Asterisks
indicate significant differences between prevalence values obtained before and after hibernation (P<0·05) (TRO,
T. rostrata; TLI, T. limacis (ciliate); TET, T. limacis (flagellate); CHE, C. helicogenae; BRAm, B. aspersa metacercariae;
BRAs, B. aspersa sporocysts; AAP, A. appendiculatum; NBA, N. bakeri; RLI, R. limacum). In graph C, HAA1/HAA2
and HAM1/HAM2 mean H. a. aspersa and H. a. maxima before (1) and after (2) hibernation, respectively.
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the physical barriers (e.g. net, fences) used for
preventing the entry of predators are not effective
enough to block the access of small wild reservoirs
(e.g. rodents and gastropods) to the farm facilities.
Mice (Mus musculus), for example, which are the final
hosts of the tri-heteroxenous digenean B. aspersae
(Segade et al. 2011), can enter the parks and green-
houses when attracted by snails, and especially by the
artificial powdered feed used for fattening. Once in
the farm, rodents infected with brachylaimids can
pass the miracidium-containing eggs in their feces,
which may give rise to cercariogenic sporocysts after
being accidentally ingested by H. a. aspersa snails.
The cercariae emitted by these first-intermediate
hosts will then develop to metacercariae after reach-
ing the kidney of other H. aspersa snails acting as
second-intermediate hosts. In addition to rodents,
the artificial feed used for fattening also attracts slugs
and other wild gastropods which, as it has been
demonstrated in this and previous studies (Kozloff,
1945; Saleuddin, 1972; Morand et al. 2004), serve
as an important source of certain monoxenous
parasites (e.g. T. rostrata, the flagellate T. limacis,
A. appendiculatum, etc.). Besides this route, parasites
can also be introduced in farm environments when
adult snails are collected from uncontrolled wild
populations for breeding purposes, a practice com-
monly used by Galician farmers. In addition to the
species cited above, feralpetit-grisbreedersmaybe the
source of the mite R. limacum as well as the sexually-
transmitted parasites C. helicogenae andN. bakeri, all
of them being monoxenous and exhibiting a direct
mode of transmission (Morand, 1988a,b; Kozloff,
2004; Schüpbach and Baur, 2008a). The presence of
the 2 latter species in farm-reared petit-gris, therefore,
should be impossible unless infected snails from
natural populations are introduced in the reproduc-
tion units by farmers, or actively enter the fattening
parks. The latter possibility occurred frequently in
farm 3, where the prevalence of C. helicogenae was
particularly high (67%).
Once in the farm, and especially under the
intensive conditions used for mating, overcrowding
is the most important factor facilitating the trans-
mission of monoxenous species. This was clearly
evidenced by the infection dynamics exhibited by
some of these parasites throughout the mating
period. Thus, in bothH. aspersa subspecies, a general
rising trend was observed for T. limacis (flagellate)
and A. appendiculatum during the first 2 months,
while in the case of C. helicogenae and N. bakeri,
which infected petit-gris exclusively, a rise in infec-
tion levels was only detected in the group F6 in
which initial prevalences of both sexually-trans-
mitted parasites were probably high enough to
induce a detectable rising trend. Increasing ten-
dencies, however, were slowed down or reversed
during the third month of follow-up resulting, as it
was expected, in a decrease in the frequencies of
highlymultiparasitized snails at the end of themating
period. These findings could be interpreted as a
combination of (1) the negative, and probably
additive, effects derived from the presence of mixed
infections, which could ultimately cause the death
of more highly multiparasitized snails, and (2) the
progressive reduction in snail densities resulting from
the accumulative mortality and sampling removal
which may negatively affect the transmission rates of
certain parasites. In this direction, it must be under-
lined that diverse pathological effects have been
described in gastropods infected with the histopha-
gous ciliate T. rostrata (Brooks, 1968; Barker, 1993;
Wilson et al. 1998; Segade et al. 2009), the digenean
trematode B. aspersae (Segade et al. 2011), the
nematodes A. appendiculatum and N. bakeri
(Morand and Daguzan, 1986; Cabaret et al. 1988;
Morand, 1989; Morand et al. 2004), and the
haematophagous mite R. limacum (Fontanillas and
Pérez, 1987; Graham et al. 1996; Schüpbach and
Baur, 2008b). In the particular case of A. appendicu-
latum, the decrease in intensity observed in groups F1
and F2 after the first and second month, respectively,
occurred in both cases after the mean intensity values
exceeded 100 larvae, which clearly suggests a strong
relationship between parasite burden and host
mortality. Death of heavily infected snails could
have resulted from the pathological changes induced
by this nematode, the hypothetical presence of
secondary bacterial infections following larval pen-
etration, and/or the additive effects derived from
other concomitant infections. Histological examin-
ation of infected pedal (and mantle collar) tissues,
however, did not reveal the presence of bacteria in the
granulomatous-like lesions surrounding the larval
nematodes. Unlike the well-known pathogenic
species cited above, the effects of the flagellates
T. limacis and C. helicogenae on snail health and
growth have not been studied to date. In this sense,
recent experimental T. limacis infections carried
out in our laboratory (unpublished data), and the
histological findings observed in the present study,
which demonstrate the absence of any tissue reaction
to these luminal parasites, suggest that both protozoa
have probably little pathogenic significance.
Unlike T. limacis and A. appendiculatum, the
R. limacum infection levels were progressively in-
creased in H. a. aspersa along the mating period (i.e.
no apparent slowing-down or decrease was observed
after the second month). This mite can pass from one
host to another during courtship, mating or other
snail activities involving interindividual contact
(Schüpbach and Baur, 2008a), although it has
recently been demonstrated that transmission via
substrate, with mites showing preference to move on
fresh snail mucus trails, is also possible (Schüpbach
and Baur, 2008a). The latter mode of transmission
could explain why increasing trends were maintained
during the entire follow-up period in spite of the fact
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that host densities and copulation rates decreased
with time. Itmust also be underlined at this point that
the dynamics of R. limacum observed inH. a. aspersa
were surprisingly very different to those registered in
gros-gris snails, in which mites were detected only in
the groupsF8 andF10, andwith very low prevalences
(up to 8%) and intensities (only 1–2 mites were found
in each infected host). Considering the modes of
transmission discussed above, these findings could be
suggesting thatH. a. maxima is not a suitable host for
R. limacum, although this hypothesis contrasts with
the apparent low host specificity exhibited by this
mite (Fain, 2004).
Contrary to what should be expected as a result
of the direct life-cycle exhibited by T. rostrata, no
increasing trends were observed in the 3 petit-gris
groups examined during mating. Prevalences of this
ciliate, however, exhibited an upward general ten-
dency in the gros-gris groups under study, with values
up to 48% being reached at the end of the mating
period. Since the possibility that ciliates infecting
petit-gris and gros-gris snails were cryptic species with
different infective capacities can be rejected based on
previous molecular studies (Segade et al. 2009), these
dissimilar dynamics could be suggesting differences
in the susceptibility of both subspecies to the ciliate.
In this sense, recent experimental studies conducted
in our laboratory suggest that T. rostrata is unable to
infect H. a. aspersa by using oral or trans-urinary
routes, and probably enters the snail through small
lesions in the tegument or the shell (unpublished
data). Future investigations will be required to
demonstrate whether T. rostrata may invade the
renal organ of gros-gris snails by using oral and/or
trans-urinary routes in addition to the trans-
tegumental route.
Besides overcrowding, other aspects related to
the practices used in the farms studied may also
affect the transmission of the parasites detected.
Thus, the periodical water spraying used for main-
taining humidity may facilitate not only the survival
but also the dissemination of certain infective stages.
This is the case of the flagellate T. limacis, which is
transmitted by the fecal-oral route and apparently
lacks the pseudocystic stages observed in other
congeneric species infecting vertebrate hosts
(Friedhoff et al. 1991; Tasca and De Carli, 2007).
The infective stages of this species, which are
continuously passed out in the feces of infected
snails, may survive better in the wet environments
resulting from spraying. In addition, because most
snails in the reproduction units are adhered to the
vertical plastic sheets, spraying may also facilitate
the downward dispersal of this protozoan species.
These arguments are also valid for B. aspersae
cercariae emerging from sporocyst-infected snails,
and A. appendiculatum third-stage larvae resulting
from the free-living cycle of this nematode, which can
be completed (1) on decaying gastropod carcasses
after death (since the free-living stages of this
nematode are bacterivorous up to 24 000 adults and
41 000 larval stages have been estimated to result
from 1 infected carcass), and (2) in the soil following
the active exit of the fourth-stage parasitic larvae
from the pedal tissues of living hosts (Morand
and Daguzan, 1986; Morand et al. 2004). These
particular characteristics make A. appendiculatum an
especially abundant parasite in heliciculture environ-
ments (Morand, 1985; Morand et al. 2004). The high
intensities (up to 819 larvae per host) observed at
F1 and F2 units belonging to farm 1, where dead
snails were not removed daily, and the lower mean
intensities (in no case exceeding 26) observed in the
5 units (F6 and F8-F11) studied at farm 2, where
removal of moribund and dead snails was conducted
daily, stress the importance of carcasses in the
transmission of this nematode and the efficiency of
removal practices. In the reproduction units studied,
where most of snails were adhered to vertical plastic
sheets, carcasses were concentrated on the bottom,
so the transmission of A. appendiculatum is most
probably completed in the horizontal feeding troughs
in which, in the absence of rapid removal, the contact
between living and decaying snails may occur more
easily. Furthermore, the accumulation of water, feed
and feces in these troughs can also facilitate the
survival and proliferation of the free-living stages of
this nematode. In addition to the factors discussed
above, the presence of B. aspersae metacercariae in
the gros-gris snails from farm 2 and the inability of
this subspecies to support the development of the
cercariogenic sporocysts of this digenean suggest that
infection ofH. a. maxima in this farm was associated
with the entry of sporocyst-infected petit-gris snails
in the parks used for fattening gros-gris. In this
particular case, the proximity between fattening pens
of both subspecies and the absence of suitable anti-
escape measurements undoubtedly facilitated the
accidental access of cercariogenic snails to the gros-
gris populations. This aspect should also be kept in
mind when more than one species (or subspecies) is
produced in the same farm.
In spite of the fact that the prevalence of
A. appendiculatum in groups F1 and F2 always
exceeded 80%, no vertical transmission could be
demonstrated for this nematode. Futhermore, no
free-living stages belonging to this species were
detected in unused egg-laying and hatching sub-
strates. Altogether, these results suggest that (1)
contamination of egg-laying substrates and egg-
clutches with infective L3 larvae resulting from
infected progenitor snails is a key factor in the
transmission of this pathogenic helminth to descen-
dants, and (2) washing of egg clutches before
incubation prevents the infection of newly-hatched
snails with infective larvae derived from progenitors,
as it was previously demonstrated by Morand and
Bonnet (1989). Unlike A. appendiculatum, R. axei
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was detected in both substrates examined as well as
in the pulmonary cavity and intestinal lumen of both
H. aspersa subspecies. This ‘free-living’ nematode,
however, is not considered pathogenic (Grewal et al.
2003) and could act as an endocommensal instead of a
true parasite. The absence ofT. rostrata in the eggs or
neonates examined in this study strongly contrasts
with previous findings obtained in experimentally
infected slugs, indicating that this ciliate can be
vertically transmitted during egg formation (Brooks,
1968). Interestingly, and in spite of the fact that
eggs were exhaustively washed with distilled water
before examination, only ciliates belonging to the
Tetrahymena pyriformis complex were detected in
some eggs and squashed newborn snails. Since the
possibility that the ciliates observed in the eggs of
D. reticulatum were misidentified by Brooks (1968)
can be rejected (the identity was confirmed by using
silver impregnation), the differences observed be-
tweenH. aspersa andD. reticulatummay be related to
the presence/absence of this parasite in the albumen
gland, which is involved in egg formation (Gómez,
2001). Thus, while T. rostrata infects this organ in
slugs (Brooks, 1968), no ciliates were ever detected in
the albumen gland of H. aspersa.
Our results showed that artificial hibernation was
accompanied by a reduction in the prevalence of most
parasite species and the frequency of highly multi-
parasitized snails. These findings could be suggesting
that certain parasites are especially sensible to the low
temperatures used in the process, and/or mortality
associated with starvation occurs more frequently
in snails supporting mixed infections. Regarding
the first possibility, only the mean abundances of
R. limacum were significantly affected by the process,
which is in accordance with recent studies indicating
that larvae, nymphal stages and adults of this species
are unable to survive prolonged exposure to 4 °C
(Schupbach and Baur, 2010; Haeussler et al. 2012).
Eggs of this mite, however, can resist hibernation in
the host pallial cavity without hatching (Haeussler
et al. 2012). In agreement with these findings, no
reduction was observed in the presence ofR. limacum
eggs detected inH. aspersa after artificial hibernation
(data not shown). Thus, in most snails examined
after this process only eggs and mite remnants
were detected in the pallial cavity. This resistance
capacity is epidemiologically relevant since surviving
eggs can serve as a source of new infections when
breeder snails are introduced in the reproduction
units after resuming activity. Apart from these
considerations, it should be expected that, as the
result of the complex internal defence responses
mounted against different parasites, the highly
multiparasitized snails have less energy reserves for
supporting the starvation and physiological changes
associated with hibernation.
In conclusion, our results confirm the importance
of parasitic infections in heliciculture and stress the
need to enhance the effectiveness of control strategies.
In this sense, farmers should be broadly informed
about the risks associated with the presence of heavy
parasitic infections and advised on the benefits of
preventing the entry of wild potential reservoirs into
the farms as well as minimizing the use of wild snails
for mating purposes. Nevertheless, if wild breeders
are eventually required, special care should be
taken in order to select uninfected or lightly infected
natural populations. Finally, a rapid removal of dead
snails from the reproduction units should also be
considered mandatory in order to prevent heavy
infections with the pathogenic nematode A. appendi-
culatum.
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Artículo: Encystment/excystment response and serotypic variation in the gastropod 
parasite Tetrahymena rostrata (Ciliophora, Tetrahymenidae) (Respuesta de 
enquistamiento/desenquistamiento y variación serotípica en el parásito de 
gasterópodos Tetrahymena rostrata (Ciliophora, Tetrahymenidae)). 
Autores: P. Segade, N. García, J.M. García-Estévez, C. Arias y R. Iglesias. 
Referencia: Parasitology Research (sometida a revisión) 
Indicadores de calidad: JCR IF=2.098; Q2 (puesto 15 de 36 revistas indexadas en la 
categoría Parasitology) 
Resumen: Tetrahymena rostrata, caracterizada por su particular ciclo de 
enquistamiento-desenquistamiento que conlleva autogamia, ha sido recientemente 
detectada infectando el riñón del caracol comestible Helix aspersa bajo condiciones de 
cultivo. Esto ha estimulado el interés por el conocimiento de la biología y epidemiología 
de este ciliado patógeno. En este trabajo se investigaron los efectos de varios factores 
(inanición, temperatura, desecación parcial, componentes edáficos, y/o extractos de 
caracoles y de los propios ciliados) sobre su respuesta de enquistamiento/ 
desenquistamiento, así como la existencia de diferentes serotipos. La respuesta de 
enquistamiento/desenquistamiento bajo condiciones de inanición se vio seriamente 
afectada por la temperatura. Mientras a 18 y 25 °C se observó un pico de 
enquistamiento a las 48 h, seguido de un desenquistamiento espontáneo progresivo, la 
respuesta de enquistamiento fue prácticamente inhibida a 5 °C y claramente ralentizada 
a 10 °C. A 30 °C, la mayoría de ciliados supervivientes permanecieron enquistados 
durante todo el experimento, detectándose un desenquistamiento espontáneo sólo tras 
el retorno a la temperatura de 18 °C. Los componentes del suelo también afectaron al 
comportamiento de enquistamiento/desenquistamiento a 18 °C, observándose 
desenquistamiento espontáneo en presencia de un extracto de suelo esterilizado por 
filtración o de agua mineral, pero no con un extracto de suelo no filtrado. Los quistes de 
resistencia formados en presencia de este último extracto exhibieron una pared quística 
5 veces más gruesa, y ultraestructuralmente más compleja, que la formada en agua 
mineral, y retuvieron su capacidad para desenquistarse durante unas 4 semanas. La 
desecación parcial no afectó significativamente a la respuesta enquistamiento, mientras 
que el moco y el extracto de riñón de caracoles, así como un extracto de los propios 
ciliados, estimularon su rápido desenquistamiento. Finalmente, los estudios de 
serotipado revelaron la presencia de dos serotipos diferentes infectando a Helix aspersa 
en granjas de helicicultura de Galicia (noroeste de España). 
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Summary 
Tetrahymena rostrata, which is characterized by a particular encystment-excystment 
cycle involving autogamy, has been recently found infecting the kidney of edible Helix 
aspersa snails under farming conditions. This has prompted a new interest in 
understanding the biology and epidemiology of this pathogenic ciliate. In this work we 
investigated the effects of several factors on its encystment/excystment behaviour, as 
well as the occurrence of different serotypes. The encystment/excystment response 
under starvation conditions was seriously affected by temperature. While a peak of 
encystment at 48 h followed by a progressive spontaneous excystment was observed at 
18 and 25 °C, the encystment response was practically inhibited at 5 °C and clearly 
slowed down at 10 °C. At 30 °C, most of surviving ciliates remained encysted 
throughout the experiment, with spontaneous excystment being detected only after 
switching the temperature to 18 °C. Soil components also affected the 
encystment/excystment behaviour at 18 °C, with spontaneous excystment occurring in 
the presence of a sterile-filtered soil extract or mineral water but being strongly 
minimized with a non-filtered soil extract. Resting cysts formed in the latter extract 
exhibited a 5 times thicker and ultrastructurally more complex wall than that formed in 
mineral water, and retained the excystment ability for about 4 weeks. Incomplete 
dessication did not affect significantly the encystment response, while the mucus and 
kidney extracts from snails as well as a ciliate extract strongly stimulated a rapid 
excystment. Finally, serotyping studies revealed the occurrence of two different 
serotypes infecting Helix aspersa in heliciculture farms of Galicia (NW Spain). 
Keywords: Tetrahymena rostrata, gastropod parasite, encystment/excystment response, 
serotypic variation 
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Introduction 
The holotrichous ciliate Tetrahymena rostrata (Kahl, 1926) Corliss, 1952 has been 
isolated from edaphic environments (litter, moss, and soil) as a free-living organism, 
and from enchytraeid worms and gastropods as a highly pathogenic parasite (Stout 
1954; Kozloff 1957; Brooks 1968; Barker 1993; Wilson et al. 1998; Van As and Bason 
2004). This species undergoes morphological transformation into four stages through its 
life cycle: i) the trophont (feeding stage), ii) the theront (hunting stage), iii) the tomont 
(quiescent division and transitional stage), and iv) the tomite (resulting from tomont 
division) (Corliss 1953; Stout 1954; Corliss 1970). After division, tomites quickly 
transform into active theronts which become trophonts after feeding.  
Many protozoa encyst in response to unfavourable conditions as desiccation, 
crowding, starvation, or lack of an essential nutrient, and excyst when optimal 
conditions are restored in the media (Gutiérrez et al. 1990, 2001; Verni and Rosati 
2011). Two types of cysts have been described in T. rostrata: i) the resting cyst, which 
is generated regularly when the food supply is absent, and ii) the reproductive cyst, 
which is typically digenic and occurs only occasionally (Stout 1954; McArdle et al. 
1980). In this particular species, a characteristic sexual autogamic process accompanies 
the typical cell differentiation associated with the formation of resting cysts (Corliss 
1965; Gutiérrez 1985), and the encystment/excystment cycle is believed to allow T. 
rostrata not only to regenerate the old macronuclear system decreasing cell ageing but 
also to resist unfavourable environmental conditions. In fact, capacities of vegetative 
growth (prolonged laboratory cultivation) and encystment seem to be gradually 
decreased if cryptobiosis-linked autogamy is not frequently induced (Corliss 1965; 
McArdle et al. 1980).  
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The recent demonstration of T. rostrata in the renal tissues of farmed Helix 
aspersa aspersa (petit-gris) and H. a. maxima (gros-gris) snails (Segade et al. 2009, 
2013) and the importance of heliciculture as an emerging zootechnic activity in Europe 
have prompted a new interest in understanding the biology of this pathogenic ciliate. In 
this sense, the study of factors influencing the particular encystment/excystment cycle 
of T. rostrata could help to understand its epidemiology under farming conditions and 
to design strategies to prevent infections by this histophagous ciliate. Studies on this 
topic are however scarce and information is sometimes contradictory (Stout 1954; 
McArdle et al. 1980; Szablewski et al. 1993). On the other hand, although it has been 
demonstrated for the fish pathogen Ichthyophthirius multifiliis that serotypes can differ 
in virulence (Swennes et al. 2006), the study of serotypic variation in T. rostrata has 
never been addressed.  
In this work we have investigated the effect of several factors on the 
encystment/excystment cycle of T. rostrata. In addition, the occurrence of two different 
serotypes infecting Helix aspersa in three diferent Galician heliciculture farms is also 
demonstrated. The potential epidemiological implications of these findings are 
discussed.    
Materials and methods 
Parasitic ciliates 
T. rostrata parasitic ciliates were isolated from the kidney of naturally infected 
gastropods collected at three different heliciculture farms in Galicia (NW Spain). Thus, 
the following isolates were used in the study: TRO1 (ATCC® PRA326; obtained from 
Helix aspersa aspersa at Valga), TRO2 and TRO3 (obtained from Helix aspersa 
maxima and Deroceras reticulatum at Serra de Outes, respectively), and TRO4 
(obtained from Helix aspersa aspersa from O Rosal). The ciliates were axenically 
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cultured in ATCC 357 medium (American Type Culture Collection, Manassas, VA) in 
flasks at 18 ºC and subcultured every two weeks.  
Encystment studies 
Unless stated otherwise, i) all encystment assays were conducted at 18 °C using 24-well 
non-treated sterile polystyrene plates (Iwaki, Japan), ii) each well was seeded with 1 mL 
of encystment medium containing 2x104 TRO1 ciliates from early stationary cultures, 
iii) in order to minimize minor differences between passages, all determinations
(performed in quadruplicate) in each experiment were obtained by using ciliates from 
the same passage, iv) mineral water (Mondariz® low mineral water containing 154, 
15.1, 0.4, 7.1, 5.8, 45.9 and 5.2 mg/L of HCO3¯, Cl¯,  F¯, Ca+2, Mg+2, Na+, and K+, 
respectively; pH 6.5) was used as reference medium for starvation-induced encystment. 
Ciliates were monitored at 1, 2, 3, 4, 7, and 9 days after seeding using an inverted 
microscope, and immediately after observation, the cells in each well were fixed in 10% 
formalin and counted in a Neubauer hemocytometer to determine the number of intact 
trophonts/theronts and resting and reproductive cysts. The encystment rate was 
calculated as total number of cysts divided by the total number of intact ciliates (free 
and encysted) and expressed in percentage.  
In order to evaluate the effects of temperature and soil components on the 
encystment/excystment cycle the experimental conditions cited above were slightly 
modified. Thus, in temperature experiments, ciliates were incubated in mineral water at 
2, 5, 10, 25, 30, and 37 ºC, in addition to 18 °C. In soil experiments, ciliates were 
incubated at 18 °C in the presence of a soil extract (normal non-filtered or sterile-
filtered) or mineral water (as control). The soil extracts were prepared by suspending 25 
g of Compo® Sana Universal soil (Agrosil®) in 300 mL of sterile distilled water. The 
suspension was maintained in agitation for 30 min at room temperature and then 
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centrifuged at 250 g for 10 min. The supernatant was used directly (non-filtered soil 
extract; NFSE) or after sterilization by filtration through a 0.22 µm filter (sterile-filtered 
soil extract; FSE) as encystment medium. The pH of both extracts was close to 7.0. 
To investigate the effect of incomplete desiccation (evaporation of incubation 
medium) on encystment, plates were seeded with 600 µL/well of a suspension of 
ciliates (104 cells/mL) in i) mineral water, ii) distilled water, and iii) ATCC 
Tetrahymena growth medium (four replicates for each medium), and placed, opened, in 
a laminar air flow cabinet during ~27 h at 22-27 ºC until fluid was practically 
evaporated. The mean evaporation rate during this period was about 18 µL/h. A control 
plate was incubated under the same conditions but closed to avoid evaporation. Data 
from dessication studies were statistically analysed using a one-way ANOVA with a 
Tukeys multiple comparisons test by GraphPad Prism® v 5.03 (GraphPad Software, 
Inc., La Jolla, USA). 
Excystment studies 
The effect of different ciliate and snail preparations on excystment behaviour was also 
investigated. Specifically, a TRO1 ciliate extract, as well as the mucus and a soluble 
kidney extract obtained from the snails Helix aspersa aspersa and H. a. maxima were 
assayed as potential excystment inducers. The ciliate extract was prepared by sonication 
of TRO1 ciliates (105 cells/mL) in distilled water. Snail mucus was obtained from both 
Helix aspersa subspecies, by touching their feet with a forceps in order to stimulate the 
secretion of mucus. The gastropods were then disposed on Petri plates and the mucus 
trails were collected, mixed with distilled water, and homogenized by sonication. 
Finally, the kidneys of both snail subspecies were disaggregated in distilled water and 
sonicated to obtain a kidney soluble extract from each subspecies.  
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For excystment studies encystment was induced by incubating TRO1 ciliates 
(2x104 cells/well) in NFSE at 18 ºC for 10 days. Then, NFSE was aspirated and the 
potential excystment inducers (1 mL/well) were added (6 replicates per inductor were 
used). Ciliates were monitored at intervals by light inverted microscopy and 4 h after 
incubation at 18 °C, the cells were fixed with 10% formalin and the number of 
trophonts/theronts and cysts was counted as stated above. The ATCC Tetrahymena 
growth medium was used as a positive excystment control (T. rostrata excysts rapidly 
in the presence of nutrients) while mineral water was used as negative control. The 
number of trophonts/theronts, resting and reproductive cysts, and death ciliates were 
counted in a Neubauer haemocytometer. The percentage of excystment was calculated 
as the sum of trophonts and theronts divided by the total number of ciliates including 
cysts. Data were statistically analysed using a one-way ANOVA with a Tukeys 
multiple comparisons test by GraphPad Prism® v 5.03 (GraphPad Software, Inc., La 
Jolla, USA).  
In order to investigate the long-term viability of cysts generated in the presence 
of NFSE, TRO1 ciliates (2x104 cells/well) were incubated in this medium at 18 °C for 6 
weeks and ATCC Tetrahymena growth medium was added to cysts at 4-5 day intervals. 
Wells were then immediately observed at inverted microscope just for checking the 
presence of actively swimming theronts and/or trophonts. 
Transmission electron microscopy (TEM) 
In order to compare ultrastructurally the wall of resting cysts generated in the presence 
of NFSE (no spontaneous excystment occurs during incubation) and mineral water 
(spontaneous excystment occurs), TRO1 ciliates were incubated in both media at 18 °C 
for 72 h, and then collected by centrifugation at 500 g for 5 min and fixed in 2.5% 
cacodylate-buffered glutaraldehyde (pH 7.2) for 30 min. After washing with 0,1 M 
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sodium cacodylate buffer, the ciliates were embedded in 2% agarose and after cutting, 
the small agarose blocks containing embedded ciliates were  postfixed with 1% osmium 
tetroxide in cacodylate buffer, dehydrated in increasing strength acetone series, 
embedded in an Epon-Araldite mixture and sectioned with a diamond knife using an 
ultramicrotome Reichert Ultracut S. The ultrathin sections were stained with uranil 
acetate and lead citrate prior to examination with JEOL JEM-1010.  
Antisera and immobilization/agglutination assays 
Polyclonal antisera against the TRO2, TRO3 and TRO4 ciliate strains were obtained by 
immunization of sexually mature C57BL/6J mice as previously described with minor 
modifications (Iglesias et al. 2003). Briefly, stationary ciliates of the respective isolate 
were centrifuged at 500 g for 5 min, washed in distilled water, and counted in order to 
prepare a 105 cells/mL final suspension. The ciliates were fixed with formalin 1% and, 
after washing in distilled water, emulsified in an equal volume of Freund's Complete 
Adjuvant (FCA, Sigma). Then, mice were injected intraperitoneally with 250 µL of the 
emulsion. A booster intraperitoneal injection of the respective strain without adjuvant 
was administered 30 days later. A month after the final booster, blood was drawn from 
mice submandibular vein and sera were stored at -20 ºC until used. Preimmune serum 
obtained just before first immunization was used as negative control. 
Immobilization/agglutination assays were performed as previously described 
with slight variations (Iglesias et al. 2003). Ciliates (104 cells/100 µL) were incubated 
with the mouse antisera in 96-well flat-bottom microtitration plates (Iwaki, Japan). All 
sera were previously heat-inactivated (56 °C for 30 min) and then assayed in duplicate 
at two-fold serial dilutions in ATCC growth medium starting at 1/10 dilution. Plates 
were incubated at 18 °C and checked every 15 min for 2 h for 
immobilization/agglutination responses using a Nikon Diaphot inverted microscope 
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(Nikon, Japan). In all assays, a ciliate control in ATCC growth medium was included. 
The titre of each serum was the last dilution at which an agglutination reaction was 
observed. Two immobilization/agglutination assays were conducted: i) all ciliate strains 
from axenic cultures were incubated with homologous and/or heterologous antisera for 
serotyping, and ii) TRO2 and TRO4 ciliates were incubated after encystment in NFSE 
with their respective homologous antisera in order to investigate the occurrence of 
surface immobilization antigen variation after this process.     
Results 
Under starvation at 18 °C in mineral water, TRO1 cells underwent non-synchronous 
cyst formation with encystment percentage never exceeding 50% and with spontaneous 
excystment being clearly observed after the first 48 h incubation. The encystment was 
apparently affected by i) the cell seeding density, with encystment percentages being 
lower at densities >5x104 cells/mL (data not shown), and ii) the culture phase of the 
initial inoculum, with ciliates from exponential cultures being encysted more quickly 
than those taken from early stationary cultures (data not shown), although percentages 
of encystment gradually decreased from day 3 to 9 in both cases (data not shown). An 
initial inoculum of 2x104 early stationary cells/mL was therefore used for subsequent 
encystment studies. 
The encystment/excystment process was highly dependent on temperature (Fig. 
1A). Thus, kinetics at 18 °C and 25 °C were similar with a peak of encystment (43.8% 
and 64.5%, respectively) being detected at 48 h and a progressive spontaneous 
excystment occurring thereafter. The behaviour of ciliates was, however, very different 
at lower or higher temperatures: i) no encystment was practically observed at 5 °C (the 
highest percentage value detected at day 7 did not exceed 7.2%), ii) a slower response 
occurred at 10 °C with the peak of encystment (61.7%) being registered at day 7 (a 
Compendio de artículos Artículo 4
99
10 
slight decrease was apparently observed thereafter), and iii) all ciliates were practically 
encysted after the first 48 h at 30 °C (93.4%) with no spontaneous excystment being 
observed at this temperature (99,7% of ciliates remained encysted at day 9). 
Surprisingly, spontaneous excystment occurred rapidly when the ciliates incubated at 30 
°C were transferred to 18 ºC (data not shown), although a considerable mortality was 
observed at this moment. Thus, the percentage of encystment decreased sharply to 
35.1% one day after switching to 18 ºC and continued decreasing to 5% at day 5. 
Resting cysts were in all cases predominant although a low number of digenic 
reproductive cysts was also detected at 18 °C and 25 °C (<0.7%) and at 10 °C and 30 °C 
(4,7% and 4,1% respectively). Ciliates did not survive at 2 °C and 37 °C with 100% 
mortality occurring at day 1.  
Different encystment/excystment kinetics were observed when ciliates were 
incubated in non-filtered (NFSE) and sterile-filtered soil (FSE) extracts at 18 °C (Fig. 
1B). Thus, while the kinetics registered in the presence of FSE and mineral water 
(control) were similar, with the typical spontaneous excystment occurring after the first 
2 days of incubation, no excystment was practically observed in the presence of NFSE 
and percentages of encystment peaked at day 2 (98.5%) and remained over 80% along 
the experiment time. Ultrastructurally, the wall of cysts formed in the presence of NFSE 
(Fig. 2A) was more complex and up to 5 times thicker than that exhibited by cysts 
obtained after incubation in mineral water (Fig. 2B). In the case of NFSE-induced cysts 
the wall was clearly multilayered, with a thin external low-electron dense layer 
separated from a thick microvesicle-rich inner layer by a very narrow electron-dense 
layer. Only a thin low-electron dense layer was however observed for mineral water-
induced cysts.  
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Incomplete desiccation did not have significant effects on encystment since no 
significant differences were observed between encystment percentages registered after 
exposing or not exposing TRO1 ciliates to almost total evaporation of the mineral water 
(Fig. 1C). In addition, the experiment revealed that the presence of salts in the starvation 
medium is an important factor for encystment since only a minor fraction of ciliates 
encysted in distilled water.   
The TRO1 ciliate extract, as well as the mucus and kidney extracts from both 
Helix aspersa subespecies acted as powerful excystment inducers (Fig. 3). Thus, 
excystment percentages registered 4 h after incubation with these preparations were 1.7-
2.4 times significantly higher (p<0.001) than that observed in the presence of mineral 
water (negative control), where 25% of excystment surprisingly occurred, and 
approximately 0.2-0.5 times higher (in most cases not significantly) than that registered 
with ATCC growth medium (positive control). Excystment started as soon as 5 min 
after the addition of inducers, with high excystment percentages being observed at that 
time, and was practically maximum after the first hour of incubation (data not shown). 
After emergence from the resting cysts, ciliates exhibited some differences depending 
on the inducer used. Thus, ciliates emerged in the presence of ciliate and snail kidney 
extracts and ATCC growth medium were clearly trophonts, while those promoted by 
snail mucus were identified as more slender and rapidly swimming theronts, as in the 
case of those excysted in mineral water.       
Long-term cyst viability tests revealed a sharply decrease of excysting capability 
after 28 days of incubation at 18 °C in the presence of NFSE, with no emerging ciliates 
being detected at day 39 (data not shown).     
Both anti-TRO2 and anti-TRO3 sera failed to immobilize TRO4 ciliates but 
agglutinated TRO1, TRO2 and TRO3 ciliates with the same titre (1/80 and 1/640 for 
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anti-TRO2 and anti-TRO3, respectively) confirming that the three isolates belong to the 
same serotype (Table 1). Contrarily, the anti-TRO4 serum failed to agglutinate the 
heterologous isolates confirming that TRO4 belongs to other serotype. No variation in 
surface immobilization antigens were observed in TRO2 and TRO4 after encystment at 
18 °C in the presence of NFSE (data not shown). 
Discussion 
Our results confirmed that environmental starvation is the main exogenous encystment 
inducer for T. rostrata, and temperature is a very important factor affecting the 
encystment/excystment cycle of this parasite. Thus, while TRO1 ciliates incubated in 
mineral water at 18 and 25 °C underwent a progressive spontaneous excystment which 
was clearly noted after the first 48 h of starvation, no excystment was observed during 
the 9-days lasting experiment conducted at 30 °C. Cryptobiosis involves the formation 
of a resting cyst from the vegetative cell and is considered an important strategy which 
allows ciliates and other protozoa to escape temporally from unfavourable 
environmental conditions (Gutiérrez et al. 2001, 2003; Verni and Rosati 2011). Our 
results suggest, however, that, at least in the case of TRO1 isolate, the encystment 
induced by starvation at normal temperatures (18 and 25 °C) is not a response aiming 
the formation of a permeable barrier in order to protect the cell against adverse 
environmental conditions, but rather a response associated probably to the uncommon 
autogamic process that accompanies the encystment-excystment cycle of T. rostrata 
(Corliss 1965; Gutiérrez 1985; Segade et al. 2009). In fact, encystment in this species 
lasts normally 48 h, with a first 24 h pre-autogamic phase (the cell forms the cyst wall 
from mucocyst secretions) and a second 24 h autogamic phase (Gutiérrez 1985). 
Contrarily to the response observed at normal temperatures, the behaviour of TRO1 
ciliates at 30 °C (no spontaneous excystment was observed), as well as the finding that 
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ciliates surviving this temperature can excyst rapidly after switching the incubation 
temperature from 30 °C to 18 °C, suggest that spontaneous excystment following 
autogamy under starvation at normal temperatures (18 to 25 °C) can be interrupted if 
environmental conditions are really unfavourable (high temperatures plus starvation), 
with surviving ciliates conserving the ability to excyst if temperature returns to normal. 
At high environmental temperatures, therefore, encystment could also allow T. rostrata 
to escape temporally from unsuitable conditions. This behaviour could be an adaptive 
response related to the life cycle of T. rostrata hosts which can undergo aestivation 
during the warmer months (Iglesias et al. 1996; Castillejo et al. 1996). Thus, encysted 
ciliates surviving periods of moderately high temperatures could excyst and infect 
gastropods once these hosts resume their normal activity. It must be underlined, 
however, that TRO1 ciliates did not survive starvation at 37 °C. If ciliates isolated from 
hosts inhabiting warmer regions are able to resist this temperature remains unknown.   
Regarding low temperatures, the encystment/excystment of TRO1 ciliates was 
clearly slowed down at 10 °C and practically inhibited at 5 °C. Although no clear 
spontaneous excystment was observed at 10 °C the trend to a slight decrease in 
excystment percentages after the first week of incubation suggests that it could have 
been detected if the experiments was extended beyond 9 days. The epidemiological 
significance of the inhibition observed at 5 °C under starvation and the effects of this 
low temperature on the autogamic process remain still unknown, although this value is 
very close to the low temperature limit for survival of TRO1 ciliates (no viable cells 
were observed beyond 24 h incubation at 2°C). 
Partial desiccation following slow aspiration of culture medium was described as 
a method for inducing encystment in T. rostrata, with responses being apparently 
quicker than those induced by starvation (McArdle et al. 1980). Our results, however, 
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contrast with these authors observations since no significant differences were observed 
between encystment percentages obtained after almost complete evaporation of the 
mineral water and those obtained in the absence of evaporation. In fact, no encystment 
was practically observed after incomplete evaporation of ATCC growth medium, which 
was similar in composition to the proteose-peptone broth used by the authors for their 
desiccation experiments. These differences in response to incomplete desiccation could 
be explained by variations in the encystment behaviour of the European isolate (TRO1) 
used in this work and the North American isolates used by McArdle et al. (1980). In this 
sense, it should be underlined that, although encystment and the subsequent 
spontaneous excystment occurred in the four Galician isolates included in this work, 
their kinetics showed some differences (Segade et al. 2009 and unpublished results), as 
it was also reported by McArdle et al. (1980) for their clones. In addition to intrinsic 
differences among isolates, other factors like the time in axenic culture and the cell 
densities used for experiments could also affect the encystment responses, as it has been 
previously stated (Corliss 1965; McArdle et al. 1980; Gutierrez 1985; Verni and Rosati 
2011). In this sense, we observed some differences in encystment kinetics depending on 
the cell seeding densities (data not shown). On the other hand, although evaporation of 
mineral water or ATCC growth medium did not stimulate the formation of cysts, the 
very low proportion of cysts observed after incubation in distilled water reveals that the 
presence of salts in the starvation medium is a key factor for this process.  
Incubation of TRO1 ciliates with soil components induced a very important 
encystment response with the subsequent excystment being dependent on the 
presence/absence of particulate materials in the soil extract. Thus, the progressive 
spontaneous excystment was strongly minimized when the soil extract was used 
unfiltered (non-sterile NFSE), and cysts obtained under these conditions retained their 
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ability to excyst for approximately a month. In addition, the cyst wall formed in the 
presence of this soil extract was considerably thicker and structurally more complex 
than that formed after incubation in mineral water. These results could be reflecting the 
encystment behaviour of T. rostrata in nature, since incubation in NFSE at 18 °C may 
be similar to those found by the ciliate after exiting the gastropod host. On the other 
hand, the practical absence of excystment in the presence of bacteria, which were 
observed in NFSE (data not shown), suggests, furthermore, that this histophagous and 
facultative parasite is not bacterivorous, contrasting with previous but weak evidences 
that bacteria could act as excystment inducers (Corliss 1965; Szablewski et al. 1993). 
Contrarily to the encystment behaviour observed with NFSE, a typical progressive 
excystment was registered during incubation with sterile-filtered soil extract (FSE). 
These differences deserve more attention in order to identify the precise factors 
supporting the prolonged encystment observed with NFSE, under conditions similar to 
those occurring in nature. 
Excystment was rapidly and strongly activated by a TRO1 ciliate extract as well 
as the mucus or kidney extracts obtained from natural snail hosts. This response was 
probably related to the nutrients present in these preparations since ciliates emerging 
after the addition of ciliate and snail kidney extracts (and ATCC growth medium) 
rapidly transformed in trophonts. In the case of snail mucus, however, protozoa 
remained as theronts 4 h after the addition of this preparation, suggesting that the trails 
of mucus produced by gastropod hosts could stimulate a rapid excystment facilitating 
the emergence of encysted ciliates present in the substrate and increasing the probability 
of transmission to the gastropod host.  
Finally, our immobilization/agglutination studies confirmed that the four T. 
rostrata isolates coming from different hosts and/or farms belong to two different 
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serotypes, one comprised of TRO1, TRO2 and TRO3 isolates, and the other comprised 
of TRO4. These results suggest that the first serotype probably has a broad distribution 
in farms located at the center-north of Galicia, while the second is restricted to farms in 
the south, where climatic conditions are different. Since temperature is considered the 
main factor affecting serotyping in some free living ciliates (Kusch and Schmidt 2001), 
the warmer conditions in the south could explain the antigenic differences among 
isolates. From the veterinary perspective, the occurrence of different serotypes could be 
relevant since, as it has been demonstrated in the case of the fish pathogenic ciliate 
Ichthyophthirius multifiliis (Swennes et al. 2006), they could differ in virulence. Besides 
these results, no antigenic variation was observed in both TRO2 and TRO4 isolates after 
encystment/excystment, suggesting that autogamy occurring at 18 °C under starvation 
conditions is not accompanied by changes in the surface immobilization antigens.   
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Figure 1. Encystment responses of TRO1 ciliates in response to A) different 
temperatures (5, 10, 18, 25 and 30 °C), B) the presence of soil components in the 
starvation medium (NFSE: non-filtered soil extract; FSE: sterile-filtered soil extract; 
control: mineral water), and C) incomplete dessication of different incubation media 
(MW: mineral water; DW: distilled water; ATCC: ATCC growth medium; ID: 
incomplete dessication; control: no evaporation). All values correspond to mean of four 
replicates. Values with different letter in C are significantly different (p<0.001). 
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Figure 2. Transmission electron microscopy (TEM) micrographs of TRO1 cyst walls 
formed in the presence of A) non-filtered soil extract (NFSE), and B) mineral water. 
Three layers can be distinguished after encystment in NFSE: an outer low-electron 
dense layer (o), a middle electron-dense layer (*), and an inner microvesicle-rich thick 
layer (i). Scale bars= 1 µm. 
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Figure 3. Excystment responses of NFSE-induced TRO1 cysts registered 4 h after the 
addition of different preparations (A: mineral water; B: ATCC growth medium; C, D: 
Helix aspersa aspersa and H. a. maxima mucus, respectively; E, F: Helix aspersa 
aspersa and H. a. maxima kidney extract, respectively; G: TRO1 ciliates extract). All 
values correspond to mean of six replicates. Values with different letter are significantly 
different (p<0.01 for B vs. A, and p<0.001 for C to G vs. A). 
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Antiserum TRO1 TRO2 TRO3 TRO4 
Anti-TRO2 1/80 1/80 1/80  
Anti-TRO3 1/640 1/640 1/640  
Anti-TRO4    1/640 
Table 1. Immobilization/agglutination of TRO1, TRO2, TRO3 and TRO4 isolates by 
mouse antisera obtained by immunization with TRO2, TRO3 or TRO4 ciliates. Values 
are expressed as titers (last serum dilution at which agglutination was observed).  
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En el presente trabajo identificamos hasta 8 especies parásitas en diferentes 
órganos y tejidos de la subespecie Helix aspersa aspersa (petit-gris) criada en 
condiciones de cautividad. Estas especies incluyeron los ciliados Tetrahymena limacis 
(tacto digestivo) y Tetrahymena rostrata (riñón y plexo pulmonar), los flagelados 
Tetratrichomonas limacis (tracto digestivo) y Cryptobia helicogenae (bolsa copulatriz), 
los esporocistos (glándula digestiva) y metacercarias (riñón) del digeneo Brachylaima 
aspersae n. sp., descrito por primera vez en este estudio, los nematodos Alloionema 
appendiculatum (musculatura pedal y collar del manto, principalmente) y Nemhelix 
bakeri (aparato reproductor), y el ácaro Riccardoella limacum (cavidad paleal).  
Esta parasitofauna, a su vez, se reveló cualitativamente similar a la presente en 
caracoles procedentes del medio natural, siendo el flagelado T. limacis la única especie 
que no se detectó en estos caracoles, incluidos en este estudio con fines comparativos. 
Hay que señalar, no obstante, que la posibilidad de que posibles infecciones leves por 
este parásito hayan pasado desapercibidas durante nuestros exámenes parasitológicos 
no debe ser excluida. Al margen de esta consideración, debemos resaltar que este 
ciliado solo había sido detectado con anterioridad en las babosas Deroceras agreste y 
Limax flavus (como Trichomonas limacis) y en los caracoles Helix pomatia y Otala lactea 
(Kozloff, 1945, Saleuddin, 1972), por lo que nuestros hallazgos constituyen la primera 
cita de T. limacis en H. aspersa, y en caracoles de cultivo. 
La mayor parte de las especies detectadas en H. a. aspersa fueron identificadas 
sin problemas, siguiendo las descripciones previas de otros autores. Sin embargo, la 
identificación específica del ciliado T. rostrata y del digeneo B. aspersae fue más 
compleja debido a la taxonomía problemática de ambos géneros. Así, la especie T. 
rostrata fue descrita inicialmente como Paraglaucoma rostrata por Kahl (1926), y 
posteriormente, reasignada al género Tetrahymena por Corliss (1952a). Los estudios 
posteriores mostraron que los ciliados de esta especie estaban ampliamente 
distribuidos en la naturaleza tanto como organismos de vida libre en ambientes 
edáficos (principalmente en musgos, suelos, y materia órgánica en descomposición), 
como como parásitos facultativos en ciertos gasterópodos y otros invertebrados 
terrestres (Stout, 1954, Kozloff, 1957, Thompson, 1958, Corliss, 1970, Van As y Basson, 
2004). Esta especie, como su epíteto específico indica, está caracterizada por un 
extremo anterior más o menos acuminado, un micronúcleo ovoide, un cilio caudal 
difícilmente apreciable, un número de kinetios que varía según si el ciliado está en 
estado de vida libre o parásito, y un ciclo biológico polimórfico que incluye trofontes, 
quistes de resistencia y reproductivos, tomites y terontes (Corliss, 1970, 1973). Además, 
T. rostrata es la única especie del género Tetrahymena que sufre un proceso de 
autogamia siguiendo a su enquistamiento (Corliss, 1952b, 1965, Gutierrez, 1985). En 
nuestro caso, la identidad de los tres aislamientos diferentes que fueron obtenidos de 
los caracoles H. a. aspersa y H. a maxima, y de la babosa Deroceras reticulatum, fue 
confirmada no sólo por estudios morfológicos y morfométricos, mediante comparativa 
con los datos descriptivos de esta especie aportados por Corliss (1973), sino también 
mediante estudios moleculares basados en los genes cox1 y SSUrRNA, realizados en 
colaboración con los Drs. Lynn y Kher, de la Universidad de Guelph (Canadá). 
Sorprendentemente, nuestros tres aislamientos fueron genéticamente divergentes 
(14% y 2% para ambos genes, respectivamente) con respecto a la cepa ATCC®30770™, 
utilizada como referente de la especie T. rostrata. Considerando que los niveles de 
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divergencia genética de esta magnitud para ambos genes son suficientes para distinguir 
y establecer nuevas especies dentro del género Tetrahymena (Jerome et al. 1996, Lynn 
y Strüder-Kypke, 2006, Chantangsi et al., 2007), que los rasgos y características del ciclo 
biológico de dicha cepa nunca fueron descritos completamente, y que dichos ciliados 
parecen incapaces de enquistarse (Chantagsi et al., 2007), concluimos que la cepa 
ATCC®30770™ no correspondía realmente a un aislamiento de la especie T. rostrata, 
dado que además se encuentra más próxima a cepas de la especie T. canadiensis, a la 
que podría ser asignada con mayor precisión. Para solventar este problema, uno de 
nuestros aislamientos de T. rostrata, concretamente el denominado TRO1, procedente 
del caracol H. a. aspersa, fue depositado en las colecciones de la ATCC, donde se 
encuentra disponible actualmente con la referencia ATCC® PRA-326™. Como 
consecuencia de nuestros hallazgos, la cepa ATCC®30770™, todavía disponible 
comercialmente en esta organización, ha sido renombrada provisionalmente como 
Tetrahymena sp.  
Al margen de estos hallazgos, hay que resaltar que hasta este trabajo la especie 
T. rostrata había sido notificada parasitando el riñón de 14 gasterópodos terrestres, 
incluyendo la babosa Deroceras reticulatum (revisadas por Van As y Basson, 2004), pero 
nunca en caracoles helícidos, por lo que su presencia en el riñón de las dos subespecies 
de H. aspersa constituye la primera cita mundial para esta familia de caracoles 
terrestres, y la primera notificación de este parásito en caracoles de crianza.   
Como se ha comentado anteriormente, la identificación de los esporocistos y 
metacercarias del género Brachylaima detectados en glándula digestiva y riñón de H. a. 
aspersa se vio enormemente dificultada pues la taxonomía de este género, que 
comprende numerosas especies que completan sus ciclos biológicos en mamíferos y 
aves distribuidos por todo el mundo (Ubelaker y Dailey, 1966, Yamaguti, 1971), es 
especialmente problemática y confusa debido a la existencia de una gran cantidad de 
“especies” de las que la descripción de la fase adulta es la única información disponible 
(Yamaguti, 1971). En este sentido, conviene resaltar que indentificar especies de 
Brachylaima basándose únicamente en las características morfológicas y morfométricas 
del adulto es una práctica desaconsejable ya que en este género 1) la simpatría de dos o 
más especies similares no es infrecuente (Mas-Coma y Montoliu, 1986), y 2) en ciertas 
especies existe una considerable variabilidad alométrica asociada al crecimiento y 
maduración del adulto (Cribb, 1990, 1992). Ante esta problemática, la mayor parte de 
especialistas coinciden en que el establecimiento de una nueva especie de Brachylaima 
debe ser soportado no sólo por una descripción detallada de todas sus fases de 
desarrollo, incluyendo la quetotaxia de sus cercarias, sino también por el aporte de 
información adicional sobre su ciclo de vida, su especificidades de hospedador, sus 
microhábitats en los diferentes hospedadores, y su distribución geográfica (Mas-Coma y 
Montoliu, 1986, Butcher y Grove, 2001, Gracenea y González-Moreno, 2002, González-
Moreno y Gracenea, 2006). Hay que matizar, no obstante, que el rango de 
hospedadores es otro aspecto problemático, no sólo por las actuales normativas que 
regulan la experimentación animal y que dificultan la realización de infecciones 
experimentales en un amplia variedad de mamíferos y aves libres de parásitos, sino 
también porque la captura de hospedadores infectados naturalmente debería ser 
minimizada para evitar sus efectos negativos sobre la biodiversidad. Tomando en 
consideración estas premisas, los braquiláimidos detectados en este trabajo fueron 
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comparados con las únicas cuatro especies que habían sido correctamente descritas 
hasta la fecha. Tres de ellas, B. ruminae, B. mascomai, y B. llobregatensis, habían sido 
descritas en España parasitando roedores, y en el último caso, también sorícidos (Mas-
Coma y Montoliu, 1986, Gracenea y González-Moreno, 2002, González-Moreno y 
Gracenea, 2006), mientras la cuarta, B. cribbi, fue descrita en Australia infectando 
roedores, aves, humanos, e incluso lagartos, mostrando un marcado carácter eurixénico 
(Butcher y Grove, 2001, Butcher, 2003). La especie B. aspersae difirió de estos taxones 
en varios aspectos importantes, incluyendo la quetotaxia de las cercarias, una 
herramienta clave para discriminar especies dentro de los braquiláimidos y otros grupos 
de digeneos (Richard, 1971, Bayssade-Dufour, 1979, Kock and Böckeler, 1998). Así, B. 
ruminae difirió con B. aspersae en el patrón quetotáxico de sus cercarias (ver detalles 
en artículo correspondiente), en su estricta especificidad por el caracol subulínido 
Rumina decollata como primer hospedador intermediario, en sus testículos ovales y de 
márgenes lisos, en sus huevos más pequeños, y en la posición más anteriorizada de su 
acetábulo (Mas-Coma y Montoliu, 1986). En el caso de la especie B. mascomai, descrita 
por Gracenea y González-Moreno (2002), su patrón quetotáxico también fue muy 
diferente al exhibido por las cercarias de B. aspersae (ver detalles en artículo 
correspondiente). Además, sus huevos son de menor tamaño, su acétabulo está 
bastante anteriorizado, sus testículos son ovales y no lobulados, y presenta como único 
primer hospedador intermediario al helícido Psudotachea splendida. En cuanto a B. 
llobregatensis, es la única que, como B. aspersae, presenta una especificidad estricta 
por H. aspersa como primer hospedador intermediario (González-Moreno y Gracenea, 
2006), si bien estos autores no aportaron datos sobre la subespecie infectada en sus 
estudios. En cualquier caso, su patrón quetotáxico diferente (ver detalles en artículo 
correspondiente), sus testículos ovales no lobulados, y su microhábitat como adulto, 
que parece restringido a la porción media del intestino de roedores y sorícidos, 
permitieron diferenciar esta especie de B. aspersae. Finalmente, si bien B. cribbi sólo ha 
sido reportada en Australia hasta este momento, Cribb (1990) y Butcher y Grove (2001) 
sugirieron su posible origen europeo. En cualquier caso, la quetotaxia de sus cercarias 
(ver detalles en artículo correspondiente), su amplio rango de primeros hospedadores 
intermediarios, que incluye a los helícidos Theba pisana, Cernuella virgata, Cochlicella 
barbara y C. acuta, sus huevos ligeramente menores, sus folículos vitelinos que nunca 
superan el margen posterior del acetábulo, la posición más anteriorizada de este último, 
el carácter esbelto del adulto, y sus testículos ovales no lobulados, permitieron 
diferenciar  fácilmente este digeneo de B. aspersae.  
Al margen de estas diferencias, es importante subrayar que el sistema 
reproductivo masculino de B. aspersae presentó una clara pars prostatica, aspecto que, 
desde el punto de vista taxonómico de los Brachylaima, es objeto de controversia. Así, 
mientras Yamaguti (1971) incluyó su presencia (como complejo prostático) en la 
descripción del género, Pojmańska (2002b) consideró este órgano indetectable en todos 
los miembros de la familia Brachylaimidae. Este punto de controversia se ve reflejado 
también en la descripción de las cuatro especies incluidas en el diagnóstico diferencial. 
Así, mientras en las descripciones originales de las tres especies halladas en España no 
se menciona la existencia de ningún complejo prostático (Mas-Coma y Montoliu, 1986, 
Gracenea y González-Moreno, 2002, González-Moreno y Gracenea, 2006), en B. cribbi sí 
se describe la existencia de una pequeña pars prostatica (Butcher y Grove, 2001). A 
nuestro juicio, este importante detalle debería ser tenido en cuenta a la hora de 
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elaborar nuevas claves taxonómicas reativas a la identificación de estos digeneos 
braquiláimidos. 
 Al margen de las cuatro especies citadas, la comparación de B. aspersae con 
otras especies del género descritas de manera incompleta tanto en Europa como en el 
norte de África, resultó extremadamente difícil debido a la falta de información sobre 
algunos aspectos claves ya comentados. A pesar de ello, algunas de estas especies 
presentan características diferenciales importantes. Así, el acetábulo de B. simoni, 
descrita originalmente en el sorícido Crocidura russula en Ibiza, es dos veces mayor que 
su ventosa oral, sus testículos son subesféricos a ovales con márgenes lisos, y sus 
huevos son más pequeños que los de B. aspersae (Feliu et al., 1986). En cuanto a B. 
recurvum, que se considera sinónima de B. mesostomum y B. columbae (Macchioni, 
1970), parece ser capaz de utilizar varios caracoles como primer hospedador 
intermediario (Yamaguti, 1971), sus metacercarias no se desarrollan en el riñón de sus 
segundos hospedadores intermediarios sino que se enquistan en sus glándulas pedales 
(Timon-David, 1954, 1959), y su acetábulo está situado en una posición claramente más 
anterior que en B. aspersae (Joyeux y Foley, 1930). B. fuscatum, que probablemente es 
sinónima de la cuestionada B. nicolli (Dollfus, 1954, Macchioni, 1970), fue encontrada 
en el intestino grueso de aves, pero nunca en mamíferos procedentes de la naturaleza 
ni infectados experimentalmente (Macchioni, 1968, Joyeux et al., 1934, Timon-David, 
1965). Además sus esporocistos se desrrollan en el helícido Theba pisana (Joyeux et al., 
1934). En cuanto a B. fulvus y B. oesophagei, su microhábitat como adultos se restringe 
al esófago y estómago de sorícidos. Además, el útero de ambas especies no alcanza el 
margen anterior del acetábulo como en B. aspersae (Pojmańska, 1961, Lewis, 1969, 
Jourdane, 1971, Ubelaker y Dailey, 1966). Los esporocistos de B. erinacei, considerada 
sinónima de B. caudatum (Yamaguti, 1971), son capaces de desarrollarse en varios 
gasterópodos terrestres de los géneros Helicella (=Xerophila), Helix, Arion, y Succinea, 
mientras sus adultos carecen de tegumento espinoso, y pueden medir hasta 7 mm de 
longitud (Simón-Vicente, 1955a, 1955b, Yamaguti, 1971, Butcher y Grove, 2001). 
Finalmente, B. suis parece usar caracoles del género Xerophila como primer hospedador 
intermediario, mientras los microhábitats preferidos para sus metacercarias y adultos 
son las glándulas pedales y el intestino grueso, respectivamente (Balozet 1937a, 1937b). 
La veracidad de estos últimos datos, sin embargo, fue cuestionada por Mas-Coma y 
Montoliu (1986). 
 Dado que en nuestros estudios no utilizamos otros hospedadores diferentes a 
Mus musculus y a las dos subespecies de H. aspersa, no podemos excluir la posibilidad 
de que otros mamíferos, aves, y/o gasterópodos terrestres puedan actuar como 
hospedadores definitivos y segundos hospedadores intermediarios de B. aspersae en la 
naturaleza. De hecho, es muy probable que esta situación ocurra realmente, ya que en 
las cuatro especies del género convenientemente descritas hasta este trabajo, se 
demostró la participación de más de un hospedador definitivo y segundo hospedador 
intermediario en sus ciclos biológicos  (Mas-Coma y Montoliu, 1986, Butcher y Grove, 
2001, Gracenea y González-Moreno, 2002, Butcher, 2003, González-Moreno y 
Gracenea, 2006). En contraposición, el estricto carácter oioxénico a nivel del primer 
hospedador intermediario es bastante típico de estos digeneos, excepto en el caso de B. 
cribbi, cuyos esporocistos han sido encontrados parasitando varias especies de 
caracoles (Butcher y Grove, 2001, Butcher, 2003). En el caso de B. aspersae, el hecho de 
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que sus esporocistos no sean capaces de desarrollarse en la subespecie H. a. maxima 
confirma su marcado carácter oioxénico, lo que está en consonancia con esta última 
idea.  
 Al margen de las especies encontradas y descritas en este trabajo, nuestros 
estudios revelaron la ausencia del nematodo Angiostoma aspersae, tanto en los H. a. 
aspersa procedentes de las granjas como en los del medio natural. Este hallazgo 
contrasta con estudios previos llevados a cabo en Francia que demuestran que este 
parásito monoxeno, que habita en la cavidad paleal de esta subespecie, es una de las 
especies más frecuentes en instalaciones de reproducción intensiva (Morand y Bonnet, 
1989). A este respecto, aunque no se han atribuido efectos patológicos importantes a 
este nematodo, la elevada prevalencia registrada en el país vecino debería ser tenida en 
cuenta a la hora de considerar la introducción de caracoles procedentes de este país. 
Excepto C. helicogenae, N. bakeri y los esporocistos de B. aspersae, todas las 
especies parásitas identificadas en petit-gris fueron observadas también parasitando a 
caracoles de la subespecie H. a. máxima (gros-gris). La ausencia de las dos primeras, 
que se transmiten por vía sexual (Morand, 1988a, 1988b; Kozloff, 2004), podría ser 
explicada por el aislamiento anatómico y reproductivo natural existente entre ambas 
subespecies de caracoles (Gomot-de Vaufleury y Borgo, 2001), situación que en último 
término podría haber determinado una estricta especificidad de ambos parásitos por H. 
a. aspersa. Por otra parte, la ausencia de esporocistos de la especie Brachylaima 
aspersae n. sp. es consistente con los resultados de especificidad de hospedador 
obtenidos tras nuestros ensayos de infección experimental con este digeneo, que, como 
ya se comentó anteriormente, posee un exclusivo carácter oioxénico a nivel de primer 
hospedador intermediario (sólo puede desarrollar sus esporocistos en H. a. aspersa). 
Conviene resaltar que, además de estas ausencias en la parasitofauna, las prevalencias 
observadas para el resto de especies parásitas en esta variedad gros-gris fueron entre 
bajas y moderadas (≤34%), lo que se tradujo en una baja tasa de multiparasitación. Así, 
mientras en los caracoles gros-gris examinados solo se detectaron infecciones mono- o 
bi-específicas, en la variedad petit-gris se encontraron hasta 6 especies parásitas 
diferentes por hospedador. Al margen de la menor diversidad parasitaria detectada en 
esta subespecie, hay que señalar que las menores densidades de población empleadas 
para su engorde podrían dificultar la transmisión de ciertos parásitos de ciclo biológico 
directo. Por otra parte, mientras no existan evidencias que demuestren lo contrario, la 
posibilidad de que esta subespecie sea más resistente a ciertas infecciones que H. a. 
aspersa no debería ser descartada. 
De acuerdo con nuestras observaciones, la mayoría de los parásitos detectados 
en este trabajo podrían ser introducidos en las instalaciones si las barreras físicas (p. ej. 
mallas o redes, y vallas) utilizadas para prevenir la entrada de depredadores no son lo 
suficientemente efectivas como para evitar el acceso de reservorios salvajes de menor 
tamaño como roedores y gasterópodos exógenos. Como se ha dicho antes, los ratones 
de la especie Mus musculus, que sirven como hospedador definitivo del digeneo B. 
aspersae, acceden habitualmente a las explotaciones atraídos no sólo por los caracoles 
sino principalmente por el pienso utilizado para su alimentación. Una vez en las 
instalaciones, los roedores infectados con este trematodo pueden expulsar huevos 
embrionados con el miracidio en sus heces, que pueden  ser ingeridos accidentalmente 
por caracoles H. a. aspersa, que servirán para el desarrollo de sus esporocistos 
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cercariogénicos, actuando como primeros hospedadores intermediarios. De esta 
manera, las cercarias emitidas por estos caracoles pueden entonces parasitar nuevos 
caracoles, que actuarán como segundos hospedadores intermediarios permitiendo el 
desarrollo de metacercarias en su órgano renal.    
El pienso comercial usado para el engorde de los caracoles también atrae 
babosas y otros gasterópodos salvajes, los cuales, como se ha demostrado en este 
estudio y en trabajos previos de otros autores (Kozloff, 1945, Saleuddin, 1972, Morand 
et al., 2004), sirven como reservorio de parásitos monoxenos tales como el ciliado T. 
rostrata, el flagelado T. limacis, o el nematodo A. appendiculatum). Además de por 
estas rutas, los parásitos también pueden ser introducidos en las granjas con 
reproductores no controlados provenientes de poblaciones naturales, una práctica 
bastante extendida entre los productores de nuestra comunidad autónoma. Estos 
reproductores podrían ser fuente no sólo de los parásitos citados anteriormente, sino 
también del ácaro R. limacum y de las especies de transmisión sexual C. helicogenae y 
N. bakeri, todas ellas monoxenas y de transmisión horizontal directa (Morand, 1998a, 
1988b, Kozloff, 2004, Schüpbach y Baur, 2008a). La presencia de estas dos últimas 
especies en los petit-gris de granja, por tanto, debería ser imposible a menos que los 
responsables de las explotaciones introduzcan en sus unidades de cría caracoles 
infectados procedentes de la naturaleza, o que estos sean capaces de entrar desde el 
exterior a los parques de engorde. Esta última posibilidad se dio frecuentemente en una 
de las granjas estudiadas (granja 3), donde la prevalencia del flagelado C. helicogenae 
fue especialmente elevada (67%). 
Una vez en la granja, y especialmente bajo las condiciones intensivas empleadas 
en reproducción, el hacinamiento es el factor más importante que facilita la transmisión 
de las especies monoxenas. Esto lo pudimos comprobar al observar la dinámica de las 
infecciones de determinadas especies durante el período de reproducción. Así, en 
ambas subespecies de H. aspersa, se observó un incremento en la parasitación por el 
flagelado T. limacis y el nematodo A. appendiculatum durante los primeros mese de 
apareamiento. En el caso de los parásitos de transmisión sexual N. bakeri y C. 
helicogenae, que infectaron la variedad petit-gris, sólo se detectó un aumento de los 
niveles de parasitación en el grupo F6, en el cual las prevalencias iniciales de ambos 
parásitos fueron probablemente lo suficientemente altas para inducir una tendencia 
creciente detectable. Estas tendencias al incremento, sin embargo, se suavizaron o 
invirtieron durante el tercer mes de seguimiento resultando, como era de suponer, en 
un descenso de las frecuencias de multiparasitación al final del período de 
reproducción. Estos hallazgos podrían ser interpretados como una combinación de 1) 
los efectos negativos, y probablemente sinérgicos, derivados de la presencia de 
infección mixtas, que podrían causar la muerte de los caracoles severamente 
multiparasitados, y 2) la reducción progresiva en la densidad de caracoles como 
resultado de las muertes y de las bajas asociadas al muestreo periódico acumuladas a lo 
largo del período de estudio, aspecto que sin duda pudo afectar negativamente a las 
tasas de transmisión de ciertos parásitos.  
En relación con la mortalidad asociada a los parásitos, debemos resaltar los 
diversos efectos patológicos descritos hasta el momento en los gasterópodos infectados 
por el ciliado histófago T. rostrata (Brooks, 1968, Barker, 1993, Wilson et al., 1998), los 
nematodos A. appendiculatum y N. bakeri (Morand y Daguzan, 1986, Cabaret et al., 
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1988, Morand, 1989, Morand et al., 2004), y el ácaro hematófago R. limacum 
(Fontanillas y Pérez, 1987, Graham et al., 1996, Schüpbach y Baur, 2008b). En lo que se 
refiere a la patogenicidad de T. rostrata, aunque esta especie se considera un 
importante patógeno para las babosas (Brooks, 1968, Barker, 1993, Wilson et al., 1998), 
conviene resaltar que en este trabajo no fuimos capaces de establecer con precisión 
una relación directa entre la infección con este ciliado y la morbimortalidad observada, 
ya que la presencia simultánea de otros parásitos patógenos en la mayoría de los 
caracoles examinados hizo imposible extraer conclusiones definitivas. A pesar de ello, 
una serie de evidencias sugieren que T. rostrata también podría tener efectos negativos 
importantes sobre el caracol H. aspersa. En primer lugar, la prevalencia y las densidades 
de parasitación fueron especialmente altas entre los caracoles de determinados grupos 
que exhibían inflamación del collar del manto, lo que les impedía retraer el cuerpo en el 
interior de la concha. Este tipo de cambios inflamatorios también se han observado en 
babosas de la especie Deroceras reticulatum infectadas experimentalmente (Brooks, 
1968). En segundo lugar, nuestros estudios histológicos revelaron que estos ciliados 
histófagos, como se decribió previamente en babosas (Brooks, 1968), causan un daño 
tisular severo en el riñón de los caracoles más infectados.  
En cuanto a la patología inducida por B. aspersae, conviene señalar que los 
trematodos digeneos se consideran una fuente potencial de morbimortalidad para los 
caracoles criados en cautividad (Cooper y Knowler, 1991, Cuéllar y Cuéllar, 2003, 
Fontanillas y García-Cuenca, 2005; Arrébola y Muñoz Araujo, 2007). En el caso de B. 
aspersae, la presencia de grandes esporocistos y numerosas metacercarias en los 
tejidos de caracoles severamente infectados podría tener importantes consecuencias 
para su supervivencia, especialmente bajo estas condiciones de reproducción intensiva, 
donde el hacinamiento y el estrés reproductivo pueden tener efectos negativos 
adicionales  sobre los gasterópodos (Daguzan y Verly, 1989, Blanc y Attia, 1992, Jess y 
Marks, 1995, Dupont-Nivet et al., 2000, García et al., 2006). Aunque la asociación entre 
presencia de metacercarias de braquiláimidos y mortalidad del hospedador no está 
clara, no hay duda de que, tal y como hemos comprobado nosotros en este estudio y 
otros autores en investigaciones previas (Foster, 1958, Lewis, 1969, Rashed et al., 1995), 
este estadio de desarrollo se alimenta del epitelio renal, pudiendo causar cambios 
necróticos importantes en este órgano, si la infección es severa. En cuanto a los 
esporocistos, numerosos autores han notificado importantes cambios patológicos 
causados por estas fases de desarrollo en varios caracoles acuáticos (Reader, 1971, 
Huffman y Fried, 1985, Crews y Esch, 1987), pero nadie ha descrito hasta este trabajo 
las consecuencias patológicas derivadas de la presencia de estos esporocitos 
ramificados. En este sentido, nosotros hemos observado que una gran parte del 
hepatopáncreas del caracol puede llegar a ser reemplazado por el parásito, así que, 
teniendo en cuenta que este órgano es responsable entre otras labores de producción 
de enzimas digestivos, digestión y absorción de nutrientes, endocitosis de sustancias 
alimenticias, almacenamiento de alimento y excreción (Owen, 1996), las infecciones 
masivas con esporocistos podrían alterar significativamente dichas funciones y, por 
tanto, tener un papel relevante sobre la morbimortalidad del caracol. De hecho, la 
elevada mortalidad observada entre los caracoles masivamente infectados por 
esporocistos de B. aspersae durante nuestros estudios de infección experimental 
soportan claramente esta idea (datos no mostrados). 
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En el caso particular de A. appendiculatum, el descenso en la intensidad de 
parasitación media observado en los grupos F1 y F2 tras el primer y segundo mes de 
reproducción, respectivamente, se produjo en ambos casos cuando los valores de 
intensidad media superaron las 100 larvas, lo que sugiere una clara relación entre carga 
parasitaria y mortalidad del hospedador. Así, la muerte de los caracoles más parasitados 
podría haber resultado, entre otros factores, de los cambios patológicos directos 
producidos por este nematodo, de la hipotética presencia de infecciones bacterianas 
secundarias tras la penetración simultánea de numerosas larvas, y/o de los efectos 
aditivos derivados de otras infecciones concomitantes. El examen histológico de los 
tejidos del pie y del collar del manto, sin embargo, no reveló la presencia de bacterias 
en las lesiones tipo granuloma que rodean a las larvas de estos nematodos.     
A diferencia de las especies patógenas ya citadas, los efectos de los flagelados T. 
limacis y C. helicogenae sobre la salud y el crecimiento de los caracoles no han sido 
nunca estudiados. En este sentido, los ensayos de infección experimental realizados 
recientemente con T. limacis y los hallazgos histológicos presentados en este trabajo, 
que demuestran la ausencia de reacción tisular frente a estos flagelados luminales, 
sugieren que ambos protozoos tienen probablemente una escasa importancia 
patológica. 
Contrariamente a lo observado para las especies T. limacis y A. appendiculatum, 
los niveles de infección de R. limacum se incrementaron progresivamente en H. a. 
aspersa durante todo el periodo reproductivo (no se observó ni ralentización aparente 
ni descenso de la parasitación después del segundo mes). Se ha descrito que este ácaro 
puede pasar de un hospedador a otro durante el apareamiento, la cópula u otras 
actividades que impliquen contacto entre individuos (Schüpbach y Baur, 2008a), aunque 
recientemente se ha demostrado que puede haber también trasmisión a través del 
sustrato, donde los ácaros podrían moverse siguiendo los rastros de moco de los 
caracoles (Schüpbach y Baur, 2008a). Esta última posibilidad podría explicar el 
constante incremento de la parasitación durante todo el proceso de reproducción, a 
pesar del descenso en la densidad de hospedadores y en las tasas de cópula observado 
durante el último mes de seguimiento. También debería ser remarcado en este punto 
que la dinámica de infección de R. limacum en H. a. aspersa fue sorprendentemente 
muy diferente a la registrada en los caracoles gros-gris, donde estos ácaros fueron 
detectados solamente en dos de los grupos estudiados (F8 y F10) y con prevalencias e 
intensidades muy bajas (hasta un 8% y 1-2 ácaros por hospedador, respectivamente). 
Teniendo en cuenta los modos de transmisión comentados anteriormente, estos 
hallazgos sugieren que los caracoles de la subespecie H. a. maxima no son 
probablemente hospedadores adecuados para R. limacum, aunque esta hipótesis 
contrasta con la aparente baja especificidad de hospedador que ha sido descrita para 
este parásito (Fain, 2004). 
 Al contrario de lo que cabría esperar teniendo en cuenta el ciclo biológico 
directo exhibido por la especie T. rostrata, no se observó incremento de las infecciones 
por este ciliado en ninguno de los tres grupos de H. a. aspersa estudiados durante el 
período de reproducción intensiva. Las prevalencias de este ciliado, sin embargo, sí 
exhibieron una tendencia creciente en los grupos de H. a. máxima analizados, con 
valores que llegaron a alcanzar el 48% al final del período de seguimiento. Dado que la 
posibilidad de que los ciliados encontrados en ambas subespecies fueran especies 
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crípticas con diferentes capacidades infectivas puede ser descartada por nuestros 
estudios moleculares, estas dinámicas tan dispares podrían estar indicando diferencias 
en la susceptibilidad de ambas subespecies de caracol a este ciliado. En este sentido, 
recientes estudios realizados en nuestro laboratorio sugieren que T. rostrata parece 
incapaz de infectar H. a. aspersa por vía oral o trans-urinaria, y probablemente penetra 
en este caracol a través de pequeñas lesiones en el tegumento o en la concha (datos no 
publicados). En este sentido, serán necesarias, por tanto, investigaciones adicionales 
para determinar si T. rostrata puede invadir el riñón de la variedad gros-gris empleando 
rutas diferentes a la trans-tegumentaria. 
 Además del hacinamiento, hay otros aspectos relacionados con las prácticas 
utilizadas en las granjas estudiadas que podrían afectar a la transmisión de los parásitos 
detectados. Así, la pulverización periódica de agua para mantener la humedad podría 
facilitar no solo la supervivencia sino también la diseminación de ciertos estadios 
infectivos. Un ejemplo claro de esto lo constituye el flagelado T. limacis, que se 
transmite por ruta fecal-oral y que aparentemente carece de los estadios 
pseudoquísticos observados en otros congéneres que infectan vertebrados (Friedhoff et 
al., 1991, Tasca y De Carli, 2007). Los estadios infectivos de esta especie, que son 
continuamente expulsados en las heces de los caracoles infectados, podrían, por tanto, 
sobrevivir mejor en ambientes muy húmedos resultantes de la pulverización de agua. 
Además, dado que la mayoría de los caracoles presentes en las unidades de 
reproducción están adheridos a los planos verticales de plástico, la pulverización podría 
facilitar la dispersión vertical en sentido descendente de estos protozoos. Estos 
argumentos también son válidos para las cercarias de B. aspersae, que emergen de 
caracoles infectados con esporocistos, y para el tercer estadio larvario del nematodo A. 
appendiculatum, que resulta del ciclo de vida libre de este nematodo, ciclo que puede 
completar tanto sobre los cadáveres de los caracoles muertos (dado que los estadios de 
vida libre de este nematodo son bacterívoros, se ha estimado que hasta 24.000 adultos 
y 41.000 estadios larvarios pueden derivarse de un solo cadáver) como en el suelo, tras 
la salida activa del cuarto estadio larvario a partir de los tejidos pedales de los caracoles 
vivos (Morand y Daguzan, 1986, Morand et al., 2004). Estas características tan 
particulares convierten a A. appendiculatum en un parásito especialmente abundante 
en explotaciones helicícolas (Morand, 1985, Morand et al., 2004). Las elevadas 
intensidades (hasta 819 larvas por hospedador) observadas en las unidades de cría F1 y 
F2, pertenecientes a la granja 1 incluida en nuestro estudio, donde no se retiraban 
diariamente los cadáveres, contrastan con las bajas intensidades medias (nunca 
superiores a 26 larvas por hospedador) observadas en las 5 unidades de cría (F6 y F8-
F11) estudiadas en la granja 2, donde sí se recogían diariamente los caracoles muertos y 
moribundos. Esto confirma la importancia de los cadáveres en la transmisión de este 
nematodo y la eficacia de su retirada diaria como estrategia de control. En las unidades 
de reproducción analizadas, donde la mayoría de los caracoles estaban adheridos a los 
planos verticales plásticos, los cadáveres se concentraron principalmente en el fondo, 
por eso la transmisión de A. appendiculatum se debe completar mayoritariamente a 
nivel de los comederos horizontales, donde si no se retiran rápidamente los cadáveres, 
el contacto con los caracoles vivos puede ocurrir más fácilmente. Además, la 
acumulación de agua, alimento y heces en estos comederos puede también facilitar la 
supervivencia y proliferación de los estadios de vida libre de estos nematodos. 
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 Además de los factores ya discutidos, la presencia de metacercarias de B. 
aspersae en los caracoles gros-gris de la granja 2 y la incapacidad de esta subespecie 
para soportar el desarrollo de los esporocistos cercariogénicos de este digeneo, 
sugieren que en este caso la infección de H. a. máxima podría haber sido consecuencia 
de la entrada de petit-gris infectados con esporocistos en los parques utilizados para el 
engorde de los gros-gris. En este caso concreto, la proximidad entre los parques de 
engorde de ambas subespecies y la ausencia de medidas antifuga, sin duda facilitó el 
contacto entre los petit-gris cercariogénicos y las poblaciones de gros-gris. Este aspecto, 
por tanto, debería ser tenido en cuenta cuando más de una especie (o subespecie) es 
cultivada dentro de la misma granja. En relación con este tema, una de la 
recomendaciones de la Guía de prácticas de higiene para helicicultura (MARM, 2009) es 
precisamente la de no mezclar diferentes especies, o lotes de la misma especie de 
procedencias muy diferentes, dentro de las mismas instalaciones.     
 A pesar de que la prevalencia de A. appendiculatum en los grupos F1 y F2 
siempre excedió el 80%, no se pudo demostrar la transmisión vertical de este 
nematodo. Además, tampoco se detectaron estadios de vida libre de esta especie en los 
sustratos sin usar empleados para la puesta y eclosión de los huevos. Todos estos 
hallazgos indican que 1) la contaminación de los sustratos de puesta y de las puestas 
con el tercer estadio larvario infectivo proveniente de los progenitores infectados es un 
factor clave en la transmisión de este nematodo patógeno a la descendencia, y 2) el 
lavado de las puestas antes de la incubación puede prevenir la infección de los neonatos 
con las larvas infectivas derivadas de sus progenitores, tal y como ha sido previamente 
demostrado por Morand y Bonnet (1989). Por otra parte, la ausencia de T. rostrata en 
los huevos o neonatos examinados en este estudio contrasta rotundamente con 
hallazgos previos obtenidos con babosas infectadas experimentalmente, que indicaban 
que este ciliado podía ser transmitido verticalmente durante la formación del huevo 
(Brooks, 1968). Sorprendentemente, y a pesar de que las puestas fueron lavadas 
exhaustivamente con agua destilada antes de su examen, sólo se detectaron ciliados del 
complejo Tetrahymena pyriformis en algunos huevos y neonatos recién eclosionados. 
Dado que la posibilidad de que los ciliados observados en los huevos de Deroceras 
reticulatum fueran erróneamente identificados por Brooks (1968) puede ser descartada 
(la identidad fue confirmada mediante impregnación argéntica), las diferencias 
observadas entre H. aspersa y D. reticulatum podrían estar relacionadas con la 
presencia/ausencia de este ciliado en la glándula de albumen, que está implicada en la 
formación del huevo (Gómez, 2001). Así, mientras T. rostrata es capaz de infectar este 
órgano en las babosas (Brooks, 1968), en nuestros estudios nunca detectamos este 
protozoo en la glándula de albumen de H. aspersa. 
 En este trabajo también demostramos que la hibernación artificial provocó una 
reducción significativa en la prevalencia de la mayoría de las especies parásitas y en la 
frecuencia de los individuos más multiparasitados. Estos hallazgos podrían estar 
sugiriendo que ciertos parásitos son especialmente sensibles a las bajas temperaturas 
utilizadas en este proceso, y/o que la mortalidad asociada a esta etapa de reposo 
reproductor e inanición crítica afecta principalmente a los caracoles que presentan 
infecciones mixtas. Con respecto a la primera posibilidad, sólo las abundancias medias 
de R. limacum fueron afectadas significativamente por la hibernación, lo que encaja con 
los estudios recientes que indican que las larvas, ninfas y adultos de este ácaro son 
Discusión general 
127 
 
incapaces de sobrevivir a una exposición prolongada a 4 °C, aunque sí pueden hacerlo 
sus huevos (Schüpbach y Baur, 2010; Haeussler et al., 2012), tal y como hemos 
comprobado también en nuestras investigaciones. Esta capacidad de resistencia es 
importante desde el punto de vista epidemiológico ya que los huevos supervivientes 
pueden servir como fuente de nuevas infecciones cuando los reproductores son 
introducidos en las unidades de reproducción tras recuperar su actividad normal. 
Aparte de estas consideraciones, cabría esperar que, como consecuencia de las 
complejas respuestas de defensa interna montadas frente a las diferentes infecciones 
concomitantes, los caracoles más multiparasitados tuvieran menos reservas de energía 
para soportar la inanición y los cambios fisiológicos asociados a la hibernación.   
Al margen de los efectos patológicos producidos por las distintas especies en el 
caracol, la presencia de braquiláimidos en H. aspersa también es importante desde la 
perspectiva sanitaria, ya que su potencial zoonótico ha sido demostrado en el sur de 
Australia, donde se han descrito hasta 13 casos de infección humana por la especie B. 
cribbi (braquilaimosis) asociados a la ingesta deliberada (en niños) o accidental (en 
vegetales caseros) de caracoles crudos contaminados con las metacercarias de esta 
especie (Butcher et al., 1996, 1998, Butcher, 2006). Esta infección, que afecta 
básicamente a personas que habitan en ambientes rurales o semi-rurales, suele cursar 
con un cuadro de diarrea acuosa, que puede ir acompañado de dolor abdominal, 
anorexia y/o pérdida de peso o dificultad para ganarlo (Butcher, 2006). Lógicamente, a 
pesar del aparente potencial zoonótico de estos digeneos, la probabilidad de 
transmisión de estas especies al ser humano en Europa es muy baja ya que los caracoles 
se consumen siempre bien cocinados. Sin embargo, este aspecto debería ser tenido en 
cuenta si se pretenden introducir nuevas técnicas culinarias o preparados que supongan 
una inadecuada cocción de estos animales. En cualquier caso, y teniendo en cuenta las 
últimas recomendaciones de higiene aplicables a la helicicultura (MARM, 2009), los 
productores deberían incrementar sus esfuerzos para evitar la infección de sus 
caracoles con parásitos potencialmente zoonóticos como B. aspersae. 
Finalmente, los estudios llevados a cabo sobre el ciclo de 
enquistamiento/desenquistamiento de T. rostrata revelaron que la inanición es el 
principal inductor exógeno de enquistamiento en esta especie, y que la temperatura es 
otro factor importante que puede regular su comportamiento respecto a este 
fenómeno. Así, a temperaturas suaves (18 y 25 °C), los ciliados sometidos a inanición 
sufrieron un desenquistamiento espontáneo progresivo, que fue especialmente 
aparente tras las primeras 48 h de incubación. Por el contario, este desenquistamiento 
no fue observado a 30 °C. La criptobiosis, que implica la formación de un quiste de 
resistencia a partir de una célula vegetativa, es considerada una estrategia ideal que 
permite a determinados ciliados y otros protozoos escapar temporalmente de 
condiciones ambientales desfavorables (Gutiérrez et al., 2001, 2003, Verni y Rosati, 
2011). Nuestros resultados sugieren, sin embargo, que, al menos en el caso del 
aislamiento TRO1, el enquistamiento inducido por inanición a temperaturas normales 
(18 y 25 °C) no es una respuesta orientada a formar una barrera impermeable destinada 
a proteger al ciliado frente a condiciones ambientales adversas, sino más bien una 
respuesta asociada probablemente al raro proceso autogámico que acompaña al ciclo 
de enquistamiento/desenquistamiento de T. rostrata y que ha sido descrito por Corliss 
(1965), Gutiérrez (1985) y por nosotros mismos en este trabajo. De hecho, el 
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enquistamiento en esta especie dura normalmente 48 h, con una primera fase pre-
autogámica de 24 h (el trofozoíto forma la pared del quiste a partir de secreciones de 
los mucoquistes), a la que sigue una segunda fase autogámica de otras 24 h (Gutiérrez, 
1985). Contrariamente a la respuesta observada a esta temperaturas, el 
comportamiento del aislamiento TRO1 a 30 °C (no se detectó desenquistamiento 
espontáneo), y el hallazgo de que los ciliados que sobreviven enquistados a esta 
temperatura pueden desenquistarse rápidamente una vez se transfieren de los 30 °C a 
18 °C, sugiere que el desenquistamiento espontáneo que sigue a la autogamia a 
temperaturas normales (18-25 °C) puede ser interrumpido si las condiciones 
ambientales son realmente desfavorables (elevadas temperaturas combinadas con 
inanición), conservando los ciliados la capacidad para desenquistarse en cuanto la 
temperatura retorna a valores normales. A elevadas temperaturas ambientales, por 
tanto, el enquistamiento podría permitir a T. rostrata escapar temporalmente de esas 
condiciones desfavorables. Este comportamiento podría ser una respuesta adaptativa 
relacionada con el ciclo biológico de los hospedadores naturales de este ciliado que 
pueden sufrir estivación durante los meses más cálidos (Iglesias et al., 1996, Castillejo et 
al., 1996). De esta manera, los ciliados enquistados supervivientes a estos períodos de 
temperaturas moderadamente altas podrían desenquistarse e infectar sus 
hospedadores gasterópodos, una vez éstos últimos hayan recuperado su actividad 
normal tras el proceso de estivación. Debemos subrayar, no obstante, que los ciliados 
TRO1 empleados para estos estudios no sobrevivieron a la inanición a 37 °C, pero 
todavía se desconoce si otros aislamientos procedentes de otras zonas más cálidas 
tendrían esta capacidad. 
Respecto a las bajas temperaturas, la respuesta de enquistamiento/ 
desenquistamiento de los ciliados TRO1 fue claramente ralentizada a 10 °C y 
prácticamente inhibida a 5 °C. Aunque no se observó un claro desenquistamiento 
espontáneo a 10 °C, la tendencia a un ligero descenso en los porcentajes de 
enquistamiento tras la primera semana de incubación, sugirió que éste fenómeno 
podría haber sido detectado si el experimento hubiese sido prolongado durante más de 
9 días. El significado epidemiológico de la inhibición observada a 5 °C y los efectos de 
esta temperatura sobre el proceso autogámico son todavía desconocidos, si bien 
conviene resaltar que esta temperatura está próxima al límite de supervivencia de este 
ciliado, ya que no se detectaron protozoos viables tras 24 h de incubación a 2 °C.  
La desecación parcial siguiendo a una aspiración lenta del medio de cultivo fue 
descrita como un método inductor de enquistamiento en T. rostrata, siendo la 
respuesta incluso más rápida que la observada mediante inanición (McArdle et al., 
1980). Nuestros resultados, sin embargo, contrastan con las observaciones de estos 
autores ya que en nuestro caso no observamos diferencias significativas entre los 
porcentajes de enquistamiento obtenidos tras la evaporación casi completa del agua 
mineral empleada como medio de inanición y los observados en ausencia de tal 
evaporación. De hecho, tampoco se observó prácticamente enquistamiento tras la 
evaporación incompleta del medio de crecimiento ATCC, que es muy similar en 
composición al caldo de proteosa-peptona usado por estos autores en sus 
experimentos de desecación. Estas diferencias en la respuesta a la desecación parcial 
podrían ser explicadas por variaciones en el comportamiento de enquistamiento 
exhibido por el aislamiento europeo usado en este trabajo y los aislamientos 
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norteamericanos empleados por McArdle et al. (1980). En este sentido, debemos 
subrayar que aunque en los cuatro aislamientos obtenidos en Galicia se observó 
enquistamiento seguido de un desenquistamiento espontáneo, las cinéticas de sus 
respuestas fueron algo diferentes, tal y como demostró también McArdle et al. (1980) 
para sus clones. Además de posibles diferencias intrínsecas entre aislamientos, otros 
factores tales como el tiempo de propagación y mantenimiento en cultivo axénico, y las 
densidades celulares utilizadas en los experimentos podrían también afectar las 
respuestas de enquistamiento de estos ciliados, como ha sido apuntado en estudios 
previos (Corliss, 1965, McArdle et al., 1980, Gutiérrez, 1985, Verni y Rosati, 2011). En 
relación con esta última idea, nosotros observamos algunas diferencias en las cinéticas 
de enquistamiento dependiendo de la densidad inicial de ciliados usada en los 
experimentos (datos no mostrados). Por otra parte, aunque la evaporación del agua 
mineral o del medio de cultivo ATCC no estimuló la formación de quistes, la 
extremadamente baja proporción de quistes observada en presencia de agua destilada 
revela que la presencia de sales en el medio de inanición es un factor clave para que se 
produzca el enquistamiento. 
La incubación de los ciliados TRO1 con componentes edáficos indujo una fuerte 
respuesta de enquistamiento, siendo el desenquistamiento progresivo posterior 
dependiente de la presencia o ausencia de material particulado en los extractos de 
suelo utilizados. Así, cuando los ciliados se incubaron en presencia de extracto de suelo 
no estéril (no filtrado) no se observó desenquistamiento y los quistes formados se 
mantuvieron viables y con capacidad para desenquistarse durante aproximadamente 1 
mes. Además, la pared quística formada en presencia de este extracto fue 
considerablemente más compleja que la formada en presencia de agua mineral. Estos 
resultados podrían estar reflejando la conducta de enquistamiento de T. rostrata en la 
naturaleza, ya que las condiciones usadas en nuestros experimentos podrían ser 
similares a las encontradas por estos ciliados tras abandonar sus hospedadores 
gasterópodos. Por otra parte, la ausencia de desenquistamiento en presencia de 
bacterias no identificadas, que fueron observadas en el extracto sin filtrar, sugiere que 
este parásito histófago facultativo no es bacterívoro, contrastando con débiles 
evidencias previas que indicaban que estos microorganismos podrían actuar como 
inductores de desenquistamiento (Corliss, 1965, Szablewski, 1993). Contrariamente a lo 
observado con el extracto sin filtrar, los ciliados que fueron incubados con el mismo 
extracto pero esterilizado por filtración exhibieron el típico desenquistamiento 
espontáneo progresivo. Estas diferencias merecen futuras investigaciones orientadas 
hacia la identificación de los factores que soportan el enquistamiento prolongado, bajo 
condiciones similares a las que ocurren en la naturaleza. 
El desenquistamiento fue claramente estimulado tanto por un extracto de los 
propios ciliados como por el mucus y los extractos renales de los caracoles H. a. aspersa 
y H. a. maxima, que actúan como hospedadores naturales de este parásito. Esta 
respuesta fue probablemente relacionada con los nutrientes presentes en estas 
preparaciones ya que los ciliados que emergieron de los quistes tras la adición de los 
mencionados extractos y del medio de crecimiento ATCC se transformaron rápidamente 
en trofontes. En el caso del mucus de caracol, sin embargo, los ciliados permanecieron 
como terontes 4 h después de la adición de esta preparación, sugiriendo que los rastros 
de mucus dejados por los gasterópodos hospedadores podrían estimular un rápido 
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desenquistamiento de los ciliados enquistados presentes sobre el sustrato, 
incrementando así la probabilidad de éxito de transmisión a estos animales. 
Finalmente, nuestros estudios de inmovilización/aglutinación confirmaron la 
existencia de dos serotipos de T. rostrata diferentes en Galicia, uno integrado por los 
aislamientos TRO1, TRO2, y TRO3, y el otro correspondiente al aislamiento TRO4. Estos 
resultados sugieren que el primer serotipo probablemente tiene una amplia distribución 
en los caracoles de granja y otros gasterópodos terrestres distribuidos en el centro-
norte de nuestra comunidad autónoma, mientras el segundo estaría restringido a la 
zona sur, donde las condiciones climáticas son muy diferentes. Ya que la temperatura es 
considerada el principal factor que afecta a la variación serotípica en algunos ciliados de 
vida libre (Kusch y Schmidt, 2001), las condiciones más cálidas del sur podrían explicar 
las diferencias antigénicas observadas entre nuestros aislamientos. Desde la perspectiva 
veterinaria, la existencia de diferentes serotipos podría ser relevante, ya que, como ha 
sido demostrado en el caso del ciliado patógeno de peces, Ichthyophthirius multifiliis 
(Swennes et al., 2006), estos podrían diferir en virulencia. Al margen de estos 
resultados, conviene resaltar que el proceso normal de enquistamiento/ 
desenquistamiento (realizado en condiciones de inanición a 18 °C)  no provocó ningún 
cambio en el serotipo de los aislamientos TRO2 y TRO4, lo que sugiere que la autogamia 
que acompaña a este proceso no parece estar relacionado con cambios en los antígenos 
de inmovilización presentes sobre la superficie del ciliado.     
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Conclusiones  
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1. La parasitofauna de la subespecie H. a. aspersa (petit-gris) detectada en las granjas 
de helicicultura incluidas en este estudio se mostró integrada por un total de 8 
especies: los ciliados Tetrahymena limacis  y Tetrahymena rostrata, parásitos del 
tracto digestivo y del riñón y plexo pulmonar, respectivamente, los flagelados 
Tetratrichomonas limacis y Cryptobia helicogenae, que habitan el tracto digestivo y 
la bolsa copulatriz, el digeneo de la especie Brachylaima aspersae n. sp., que, 
dependiendo de la fase de desarrollo, parasita la glándula digestiva o el riñón, los 
nematodos Alloionema appendiculatum y Nemhelix bakeri, localizados en la 
musculatura pedal y collar del manto, en el primer caso, y en el aparato 
reproductor, en el segundo, y, finalmente, el ácaro Riccardoella limacum, que habita 
la cavidad paleal.  
2. La parasitofauna observada en la subespecie H. a. maxima (gros-gris) en estas 
explotaciones fue cualitativamente similar a la encontrada en H. a. aspersa, aunque 
los parásitos de transmisión sexual Cryptobia helicogenae y Nemhelix bakeri y los 
esporocistos de Brachylaima aspersae no se pudieron detectar en esta subespecie. 
Los parámetros de infección fueron, por lo general, también inferiores en este 
caracol.  
3. El parasitismo múltiple fue poco frecuente entre los caracoles gros-gris, 
detectándose sólo infecciones mono o bi-específicas, mientras que fue común entre 
los petit-gris, observándose ejemplares infectados por hasta 6 especies diferentes. 
La menor riqueza de especies y las bajas tasas de multiparasitación observadas en H. 
a. maxima, por tanto, podrían constituir una ventaja para la cría de esta subespecie. 
4. Los estudios moleculares llevados a cabo con los diferentes aislamientos 
identificados morfológica y morfométricamente como Tetrahymena rostrata han 
permitido confirmar la identidad específica de este ciliado, así como demostrar la 
identificación incorrecta de la cepa ATCC
®
30770
™
, comercializada inicialmente por la 
ATCC como la cepa de referencia de T. rostrata. Como consecuencia de ello, nuestro 
aislamiento TRO1, procedente de la subespecie H. a. aspersa, ha sido depositado en 
dicha institución con el código ATCC
®
 PRA-326
™
, que es ahora cepa de referencia 
para esta especie. Paralelamente, la cepa ATCC
®
30770
™
 ha sido renombrada como 
Tetrahymena sp. 
5. El hallazgo de T. rostrata en las dos subespecies de H. aspersa constituye la primera 
cita de este parásito histófago en caracoles helícidos, y la primera notificación de 
este patógeno en explotaciones de helicicultura. Este trabajo también es el primer 
registro del ciliado T. limacis en H. aspersa y en caracoles de crianza.  
6. La especie Brachylaima aspersae n. sp. se describe en este trabajo por primera vez. 
Aparte de sus características morfológicas y morfométricas distintivas, este digeneo 
presenta un extremado carácter oioxénico a nivel del primer hospedador 
intermediario, pudiendo desarrollar su esporocisto en H. a. aspersa pero no en H. a. 
maxima. Esta característica, unida a su capacidad para utilizar ambas subespecies 
como segundo hospedador intermediario y para completar su ciclo biológico en el 
ratón, determina que la presencia continuada de estos roedores en las 
explotaciones estudiadas es suficiente para mantener su ciclo biológico activo 
dentro de las mismas.       
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7. La ausencia de la especie Angiostoma aspersae, nematodo de la cavidad paleal que 
ha sido reportado como uno de los  parásitos más frecuentes en granjas de 
helicicultura de Francia, debería ser tenida en cuenta a la hora de introducir 
reproductores seleccionados procedentes del país vecino. 
8. El incremento de la parasitación por las especies T. limacis, A. appendiculatum, y R. 
limacum durante la fase de reproducción intensiva de H. a. aspersa revela que el 
hacinamiento es un factor clave en la transmisión de estos parásitos monoxenos y, 
como consecuencia de ello, en el incremento de la multiparasitación. La 
pulverización periódica de agua y el abandono de los cadáveres en las unidades de 
cría, que posibilitan la proliferación, supervivencia y/o diseminación de ciertas 
formas infectivas, son otros dos factores adyuvantes para la transmisión de las dos 
primeras especies. Finalmente, la pulverización de agua también puede facilitar la 
transmisión del digeneo B. aspersae en caso de existir caracoles infectados por 
esporocistos cercariogénicos en las unidades de cría.   
9. Las claras diferencias observadas en la evolución de la parasitación por T. rostrata 
en las dos subespecies de H. aspersa sugieren que ambas variedades podrían diferir 
en su susceptibilidad frente a este patógeno histófago.   
10. No se ha podido demostrar en ningún caso la transmisión vertical de ninguna de las 
especies detectadas en los reproductores. 
11. Las babosas que acceden a los recintos de engorde atraídas por el pienso utilizado 
para la alimentación de los caracoles constituyen un importante reservorio para las 
especies monoxenas T. rostrata, T. limacis y A. appendiculatum.  
12. El descenso de la mayor parte de las infecciones y de la multiparasitación tras el 
proceso de hibernación forzada sugiere que los caracoles severamente afectados 
por infecciones mixtas no sobreviven a este proceso. Por el contrario, la 
supervivencia de los huevos del ácaro R. limacum posibilita la reanudación de la 
parasitación, una vez los reproductores son introducidos en las unidades de cría. 
13. Aunque en nuestro país, los caracoles se consumen bien cocinados, el potencial 
zoonótico de las metacercarias del género Brachylaima debería ser tenido en cuenta 
a la hora de desarrollar nuevos procedimientos culinarios que supongan el consumo 
de caracoles crudos o semicrudos. 
14. La inanición, y no la desecación, es el principal factor desencadenante de 
enquistamiento para el aislamiento TRO1 de T. rostrata. La temperatura y la 
presencia de componentes edáficos particulados son factores reguladores del ciclo 
de enquistamiento/desenquistamiento de este protozoo. 
15. En condiciones de inanición y con temperaturas ambientales normales el 
enquistamiento de T. rostrata parece más un proceso al servicio de la autogamia 
intraquística característica de este ciliado que un mecanismo de resistencia frente a 
condiciones ambientales adversas. 
16. El mucus y extractos renales de ambas subespecies de H. aspersa inducen un rápido 
desenquistamiento de T. rostrata, lo que podría facilitar la infección de estos 
hospedadores a partir de los quistes de resistencia presentes en el sustrato.   
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17. Los ensayos de inmovilización/aglutinación revelan la presencia de dos serotipos 
diferentes de T. rostrata en Galicia, uno encontrado en los gasterópodos de las 2 
granjas de la zona centro-norte, y otro, hallado en caracoles procedentes de la 
granja localizada en la zona sur de nuestra comunidad.  
18. En base a nuestros resultados se recomienda a los responsables de las explotaciones 
helicícolas las siguientes medidas de control: 1) seleccionar poblaciones de 
reproductores parasitológicamente controladas, 2) retirar lo antes posible los 
caracoles muertos de los parques de engorde y, sobre todo, de las unidades de 
reproducción, 3) reforzar las medidas de aislamiento para evitar la entrada de 
animales exógenos que puedan actuar como reservorios de patógenos, y 4) 
monitorizar periódicamente las poblaciones de caracoles para determinar el estado 
de las infecciones parasitarias. 
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